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X ]Capitulo I [C__Jcapituion 1
Nombre: CENTRO DE INMUNOLOGIA
MOLECULAR IPENTIFICACI()N
SOLICITANTE (71) Direccién: Calle 216 Esq. A 15 :
Atabey, Playa, Habana cc. [ Nt [
Ciudad de La Habana
CUBA
Nacionalidad o Domicilio: Ciudad de La Habana
Cuba ‘
Lugar de Constitucion: CUBA ce. [, oto []
Teléfono: Fax: Cual
E-mail: Numero
Nombre: MARGARITA CASTELLANOS A. ilf)ENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO Direccion: CALLE 94A No. 7A-09 c.C. NT [
Teléfono: 756 07 70 Fax: 755 01 58 ce. I oto []
Cual
E-mail: info@castellanosyco.com Numero 39'779.654 TPA 70.819
@
INVENTOR (ES) (72) VER ANEXO # 1 !

©

PCT (86)

Solicitud Internacicnal No.

Publicacion Internacional No.

PCT/CU2009/000004

WO 2009/152783 A1

Fecha

22/06/2009

Fecha

23/12/2009

Titulo (54)

INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR)

CON ACCION CITOSTATICA Y SUS USOS EN LA TERAPIA DE TUMORES

-Clasificacion Internacional (51)

CO7K 16/22, A61K 39/395, A61P 35/00

Prioridad

(33) Pais de Origen

(32) Fecha

(31) Numero de Solicitud

Cu

20/06/2008

2008-0117

1K NO [

Comprobante de pago No.

10-107,696 y 10-107,699

fecha

Diciembre 17 de 2010

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.

P102-F06 (2008-06-09)




. Anexos

[X"]JComprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
':Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
-Poderes si fuere el caso, junto con la sustitucion del mismo a mi favor
DDocumento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
[ Declaraciones. '
[~ X ]Copia de la solicitud intemacional (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).
Traduccién de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcin, reivindicaciones, dibujos).
DCopla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar (IPEA).
DTraduccwn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
[__]De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.
[__]pe ser el caso, certificado de depbsito del material biolégico.

[_JArte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud. |

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. ‘
mOtros: Tarjeta Propietario, Extracto para la publicacion i

q @ FIGURA CARACTERISTICA:

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO

1

. A 1
C.C. No. 39 2 819 C.S.J.

d'779.654 Usaquén - TPA 70 g D1L. 2010

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina. - MCA/gcb - P2117

B ————
P102-F06 (2008-06-09)




CASTELLANOS & CO LTDA

ABOGADOS
Calle 84 A No. 7 A-09
Bogota, D.C. - COLOMBIA

ANEXO # 1
INVENTORES

1. ROLANDO PEREZ RODRIGUEZ
Juan Delgado # 567 entre Ave Acosta y O’Farrill
10 de Oct. Habana 10500
La Habana
CUBA

2, GRETA GARRIDO HIDALGO
Ave. Camaguey No. 11234 apto. 40 entre Pastoray 13
Casino Deportivo, Cerro
La Habana
CUBA

3. ERNESTO MORENO FRIAS
Calle 174, Edif. BBE1, apto. 16, e/1ray 5ta
Playa, Habana 11600
La Habana
CUBA

4. JOSE ENRIQUE MONTERO CASIMIRO
Calle 314 No. 2916 entre 29 y 31
Juan de Dios Fraga, La Lisa, Habana 17 100
La Habana
CUBA

5. ARIEL TALAVERA PEREZ
Calle J # 58 entre Calzada y Malecén
Plaza de la Revolucion, Habana 10400
La Habana
CUBA

6. ARLHEE DIAZ MIQUEL!I
Avenida 45, No 7414, e/74y 76
San Antonio de los Banos, Habana 32500
L.a Habana
CUBA

7. YILDIAN DIAZ RODRIGUEZ
Calle 34 # 311 (bajos) entre 32 y 5ta
Miramar, Playa, Habana 11300
La Habana
CUBA
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_y para obtener la proteccidn de mi {(nuestra) propiedad industrial y

. PODER _ . POWER OF ATTORNEY
B .(los) suscrito (s) Agustin Tage Divila, - { {(wej the undersigned
Director del CENIRQ DE TNMINCIOGIA
'MOLECULAR | -

'_'doﬁiéiliado (syen _Calle 216 Esq. 15, Atabey, = - 'of

Playa, C. Habana 12100, Cuba.

‘nombra por el presente a Ximena Casteltanos A. y/o
" Margatita Castellanos A. abogadas con oficinas en fa Carrera @
No. 93-09, Bogoté - COLOMBIA para

con -este fin autorizames a dichos apoderados para que nos

representen ante cualesquiera autoridades o personas de ios Orde-
- nes administrativo, contenciose-administrativo y judicial en fodo fo

relacionado con fos siguientes actos y gestionss: ’

a) Qbtencién de patentes de invencitn, modelos v dibujos industria-
“les; registro de marcas de fabrica, ds servicio, colectivas o defensivas

y de denominaciones de origen; depdsite dg nombres y ensefias

. comerciales; su renovacién prérroga, inscripcitn de traspase y

: cafnbi_o de nombre 0 domicilio, cancelacion voluntaria y ] registro
de licencia de uso de esos derechos;. b} acciones de oposicidn,
" cancelacion, nulidad, medidas cautelares y en general los juicios

. civiles; penales, administrativos o contencioso-administrativos que

£rOMOvVamos o Se nes promuevan, pudiendo en todos los actos y

. gestiones arriba determinados sustituir éste mandato, transigir,

desistir, recibir, cancelar, renunciar, aceptar notificaciones y nom-

‘)rar apoderados judiciales y extrajudiciales.

30 de Noviembre de 2000.

" Dad y firmado hoy

en_Ciudad de la Habana, Cuba.

' por Agustin Lage Davila .

' :(Notary should execute on other side)
{Consular legalization necessary)

hereby grant(s) Power of Attorney to Ximena|Castellanos A. y/o
Margarita Castellanos A. atforngys residing at Carrera 92
No. 93-09 Bogota - COLOMBIA to

and to obtain the protection of my {our) industrial property, for wich
purpose we authorize the said attorneys to represent us before any
.auﬂmritiesorpersons,speciaﬂymose,administr?tive,administrative
contentious and judicial, in all matters concerning the following:

a} Obtainment of patents, models and designsl; the registration of
trademarks, service, collective and defensiive marks, and of
designations of arigin; the depositof commercialnames and ensigns;
its renewal, extensidn, recordal of assignments, change of name or
domicile, voluniary canceliation;.and the registiration of licenses of
use of the above rights; &) Actions opposition, Cancellation, nullity,
infringement, graating of !icenées; and in general the civil, penal an
administrative suits relatingtothose rights; actions and suits instituted
by us or against us; and that in all the abow:a matters they may
substitute this Power of Attorney, compromise, desist, cancel,

receive, renounce, accept notifications and ap_p})int attorneys infact

in or out of Court.

Given and signed this |- ,
i

9913

7\
/.\

By / N \

{Notary should execute ol ofher side)

% del Circuto de |-

e esta copla

ooincidy con original que se he presantado
Bogotd DU.C - quombha.

172010 2010

LA
ﬁfmvo SARPER ROORIGUEZ
qum EMTISES

{Consular legalization necessary)
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Yo, LICENCIADA ESTRELLA DIAZ BOSMENIQER. Notaria de la
Notaria Especial del Ministerio de Justicia de la Republica de Cuba, con
sede en GALE Y ASOCIADOS S.A., DOY FE que Ia firma que antecede
es la del sefior AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVIIA,
ciudadano cubano, con-identidad permanente numero
49032207966, 7y esauténtica por ser la que acostumbra a usar en todos
SUus actos.

I

|
Y para que asi conste se expide en la Ciudad de la Habana, a los dias 13 del
mes diciembre dct 2000. : '

]

"+ Lic. Estreila Digz
© Notario

ogoté D.C.. Colombla.

17 DIC. 2018

TAVO SAMPER RODRIGUEZ

NOTARID VEINTISESS

[t
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i
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Gonsulado General de Golombia 's'.
L - = ‘a;
LA HABANA,CUBA ‘s
8
| 1/01

La Habana, Enero 3 del 2001

oy
S

* La suscrita Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones consulares, v1stos los documentos

presentados por los interesados, CERTIFICA: . } .
Que la Sefiora Maria Silvia Fernandez Villar, quien como funcionaria de la Dnccmon Jusldxca del
Ministerio de Relaciones Exteriores de 1a Repiiblica de Cuba autenticd I firma del signatario del poder
precedente, ejercia cn la fecha las funciones indicadas y su firma corresponde a la r'eglstrada en este
Consulado; que e CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR es una institucién constituida
segin las leyes de Cuba y cumple su objeto conforme a las mismas; que Agustin Lage Davila, quien en
su caracter de Director de la citada institucidn confiere el poder precedente, es su representante legal

en este pais.

La Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones consulares, no asume responsabilidad -alguna
por el contenido del documento. :

go constar que esta copis
o) original que se ha presentado
Bogotd D.C.. Colombte.

%I? DIC 2015

Vilma Rebeca Gélvez Lopez
)i “Auxiliar Administrativo 5 P
- Encargada de Funciones ¢

¥O SAMPER ROORIGUEZ |

NOTAP#J’\ \’ENTISEB

PAGADOS -
IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL USS  7.00 (siete dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100.00 (cien délares)

TOTAL PAGADO US$ 107.00 (cientosiete dolares)
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PUME 7
LAS FUNCIONES INDICADAS
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oy i Israzeed obin rod

Como Notario Vaintiséis del Circulo de
Bogoté, hago constar que esta oopia
©oinckds con origine! que se ha presentado

D . Bogoté D.C.. Colombia,

47 BIC 2019

GUSTAVO SAMPER ROGRIGUEZ

"~

NOTARIO VEINTISENS
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACIONEN MATERIA
DE PATENTES (°CT)

(19) Organizacién Mundial de la Propiedad BN - Ty e
Intelectual ) T 1 RS A ARG AR L
Oficina internacional 7

(10) Niimero de Publicacién Internacional

- |
(43) Fecha de publicacién internacional = WO 2009/152783 Al
23 de diciembre de 2009 (23.12.2009) PCT ) l 7 .

(51) Clasificacién Internacional de Patentes: (CU). DIAZ RODRIGUEZ, Y!iidian [CU/CU]; Calle 34
CO7K 16/22 (2006.01) AGIP 35/00 (2006.01) # 311 (bajos) entre 3a y 5ta., Miramar. Playa., Ciudad de
A61K 39/395 (2006 .01} La Habana 11300 (CU).

(21) Numero de la solicitud internacional: (74) Mandatario: MOREJON Dianelys; Ave. lra.

PCT/CU2009/000004 esq. 10 # 1001, Miramar, Playa., Ciudad de La Habana
11300 {CU). :

(22) Fecha de presentacifn internacional: l
22 de junio de 2009 (22.06.2009) (81) Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion jnacional admisible). AE,

(25) Idioma de presentacién: espafiol AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR,

(26) Idioma de publicacién: espafiol BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,

) o DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,

(30) Datos relativos a lq pr_mndad: GH, GM, GT, HN, HR, HU, IDu’ 1L, IN, IS, JP, KE, KG,

2008-0117 20 de junio de 2008 (20.06.2008) cu KM, KN, KP, KR, KZ, LA, 1C. LK, IR, LS, LT, LU,

(71) Solicitante (para todos los Estades designados salvo LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN’ MW, MX, MY, MZ,

US): CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS,

: . RU. SC, SD, SE, SG, SK, SL, M, ST, SV, SY, TJ, T™,
CU/CUY; Calle 216 Esq. A 15, Atabey, Playa, Habanma, » 8C, SD, SE, §G, ; , SV, ;

Cindad do La Hebaa 11600 <o T N, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ VC, VN, ZA, ZM,

(72) Inventores; e . j e
(75) Toventores/Solicitantes (para US solamente): PiRrEz (89 Estados designados (a menos que se indigue otra cosa,

RODRIGUEZ, Rolando [CU/CU]; Juan Delgado #567 para toda clase de proteccid:n regional admisible):

entre Ave Acosta y O farxill, 10 de Oct. Habana, Ciudad ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS MW MZ, NA, SD, SL,
de 1a Habana 10500 (CU). GARRIDO HIDALGO,  SZ TZ UG, ZM, ZW), enroasidtica (AM, AZ, BY, KG,
Greta [CU/CUJ; Ave. Camaguey No. 11234 apto. 40," KZ, MD, RU, TJ, T™), europea (AT, BE, BG, CH, CY,
entre Pastora y 13., Casino Departivo, Cerro, Ciudad de CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS,
a Habana (CU). MORENO FRIAS, Eresto [CU/CUJ IT, LT, LY, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,
Calle 174, edif BBE1, apto 16, ¢/ 1ra y 5ta, Playa, Ciudad SE, SL SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,

de La Habana 11600 (CU). MONTERO CASIMIRO, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
José Enrique [CU/CU}; Calle 314 No. 2916 entre 29 y Publicada:
31, Juan de Dios Fraga, 1a Lisa, Habana, Ciudad de la

Habana 17100 (CU). TALAVERA PEREZ, Ariel- coninforme de busqueda internacional (Art. 21(3))
[CU/CUY; Calle J # 58 entre Calzada y Malecon, Plazade —  antes de la expiracion del plazo para modificar las
la Revolucién, Ciudad de la Habana 10400 (CU). DIiAZ reivindicaciones 'y para ser rlepubliazda si se reciben

MIQUELI, Arlbee [CU/CU], Avenida 45, No. 7414, e/ modificaciones (Regla 48.2(R)) }
74 y 76, San Antonio de los Bafios, La Habana 32500 !

i
'

(54) Title: INHIBITORS OF THE EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR) WITH CYTOSTATIC ACTION
AND THEIR USES IN TUMOUR THERAPY

(54) Titulo: INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR) CON ACCION
CITOSTATICA Y SUS USOS EN LA TERAPIA DE TUMORES i

(57) Abstract: The present invention relates to inhibitors of the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) which bond to the
receptor by domains I or Tl blocking the bonding of the natural ligands but which pemnit physiclogical equilibrium between the
inactive and active conformations of the Teceptor such as to prevent the mitogenic signal but the fraction of domain II of the
receptors in active conformation homodimerise and autophosphorylate the receptor triggering the chain of biochemical events
which maintain cell survival. The authors of this invention have found that these inhibitors which recognise the EGFR by domains
I or III have a cytostatic and not 2 cytotoxic effect on tumours which express said receptor and 'represt(mt an advantage over the
state of the art because the adverse effects which they bring about are less significant than those reported:.

(57) Resumen: La presente invencién se Telaciona con inhibidores del receptor del Factor de Crecimiento Epidémico (EGFR)
que se unen al receptor por los dominios I o T blogueando 1a mmién de los ligandos naturales pero que permiten el equilibrio
fisiolégico entre las conformaciones inactiva y activa del teceptor de tal forma que impiden 1a sefial mitogénica pero la fraccién
del dominio I de los receptores que estin en conformacitn activa homodimerizan y autofosforilan al receptor desencadenando la
cadena de eventos bioguimices que mantienen la supervivencia de las céhulas. Los autores de esta invencién han encontrado que
estos inhibidores que reconocen ¢l EGFR por los dominios I o HI tienen mn efecto citostatico y no citotoxico sobre tumores que
expresan dicho receptor y representan una ventaja sobre el estado del arte porque los efectos adversos q'ue provocan son menores

que los reportados.
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WO 2009/152783 T PCT, /0|UZ009/000004

Inhibidores del recepfor del Factor de Crecimiento Epidérmico {EGFR) con
accién citostatica y sus usos en la terapia de _iumores.
Campo de la técnica: !
La presente invencion se relaciona con el campo de la bto’recnologlo,
particularmente con la salud humana. Y mds particularmente con nuevos
anficuerpos que reconocen el dominio extracelular del receptor del factor de
crecimiento Epidémico {EGF-R) y que bloquean la unién del Iigcn!do natural
pero sin inhibir completamente la dimerizacién de esta molécula. |

Estado de la técnica anterior:

Los avances en el conocimiento de la biclogia de los tumores y los
mecanismos de fa oncogénesis han pemmitido identificar diferentes blancos
para la terapia del cancer, particularmente el cancer de pulmén, que se sabe
es una de las primeras causas de muerte tanto de mujeres como de hombres.
Entre estos blancos, el receptor del Factor de Crecimiento Epidénni'co (EGFR),
o HER 1 ha recibido particular atencidn para el fratamiento del cdncer de
pulmén. El EGFR es un receptor transmembranario que se 'encuentra
fundamentalmente en células de origen epitelial. La autofosforilacion de su
dominio infracelular desencadena o inicia una cascada de evenfos que
conducen a la proliferacion celular. H EGFR es cominmente expresédo a altos
niveles en uvna variedad de tumores sdlidos y para esfos, se ha evidenciado
que el EGFR estd involucrado en el control de la supervivencia de las células, la
proliferacién, metastasis y angiogénisis.
La principal esfrategia en el desarrollo de ammas terapéuticas basadas en la
inhibicion del EGFR han sido los anticuerpos monoclonales que sean
antagonistas de los ligandos naturales del receptor, asi como |peqguenas
moléculas que inhiben la actividad tirosina quincsd del dominio infracelular.
Especificamente contra el HER1 o EGFR existen actualmente varios anticuerpos
cuya eficacia terapéutica estd siendo evaluada en la clinica. Algun:os de ellos
son los anticuerpos Cetuximab, Panitumumab y Matuzumab entre otros.
Cetuximab { Erbitux}, es un anticuerpo monocional quimérico qué reconoce
especificamente el dominio exiracelular del EGFR y que ha sido cprobodo por
la FDA para cdancer colorectal y tumores avanzados de cobezcl y cuello.
Resultados experimentales han demosirado que el Cetuximab es un potente
inhibidor de fa proliferacion de las célulos A431 derivadas de un carcinoma
epidermoide, tanfo in vifro como en tumores trasplantados e|n ratones
atimicos. Tambien se ha demostrado que tienen un efecto; sinérgico
importante cuando se combinan tanfo con drogas citotoxicas ci:omo con
radioterapia. Estos resultados han servido de base a la redlizacion de ensayos
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clinicos Los resultados de los Ensayos Clinicos Fase It han demostrc;do que €l
Cetuximab tanto solo como combinado con irinctecan and oxaliplatin fiene
un efecto como terapia de primera linea para pacientes ovonlzcdos con
céncer colotecial metastésico, habiéndose reportado un incremento
absoluto de entre el 10y el 20% de respuesta. Ofro ensayo clinico infernacional
Multicéntrico que incluyd 424 pacientes con enfermedad loco regional en
estado avanzado, la combinacién de Cetuximab con radioterapia
practicamente doblé el tiempo de sobrevida de los pacientes de 28 a 54
meses. A la vez esta combinacion incremenid el tiempo de sobrevida de los
pacientes después de dos y fres afios bajo fratamiento desde 55 y 44%
respectivamente para los pacientes que recibieron radioterapia [solamente
hasta 62 y 57% para aquellos que recibieron la combinacién. En general los
resultados han mostrado que el uso del Cetuximab tanto cuando se administra
como mono terapia o en combinacién con drogas citotdxicas o con
radioterapia son altamente eficientes. Sin embargo, también se ha observado

un significativo incremento de la toxicidad inducida por las terapias

convencionales.
B Panitumumab que es un anticuerpo completamente humanizado que
reconoce el EGFR v es otro anficuerpo monoclonal terapéutico oprobodo por
ia FDA en 2006 como monoterapia para cancer colo+ecial me’fcsltosmo con
progresion de la enfermedad después de ser somefidos a régimen de
quimioterapia. Llos resultados del frafamiento con Panitumumab son
b&sicamente similares a los oblenidos con Cetuximab, al igual que las

reacciones adversas. |

Se ha evaluado el efecto en la clinica de muchos cm‘c:ngonis'rc:s1 del EGFR,
incluyendo diversos anticuerpos monoclonales. Sin embargo la respuesta
objetiva obtenida con la mayoria de estas drogas anti-EGFR ha sicl|o de corta
duracién vy la toxicidad comin ha sido una severa erupcion cutén;ea que en
muchos casos conlleva a la interrupcidn del fratamiento. :

Hasta el momento actual los diferentes ensayos en los gue se evoluon drogas
relacionadas con el EGFR han arrojado que existe una fuerte asociacion entre
la severidad de la erupcidn cutanea y la respuesta del tumor, lo cual sugiere
que la aparicién de la erupcién sirve como un marcador predictivo de la
respuesta anfitumoral de los agentes que tienen como blanco el EGFR. En ofras
palabras, la respuesta de los fumores estd asociada al efecto de la droga
sobre otros tejidos sanos no relacionados con el tumor, como puede ser la piel
[Peedicayil 4. y col., en Conespondence 2004, doi: 10.01 6).
Gridelli C. y col, en Results of an Experts Panel Meeting, . Crit. Rev.

Oncol/Hematol. 2007, doi: 10.1016, hace una revision de los resultados de.
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diversos ensayos clinicos en los que se encuentra una relacion positiva entre la
erupcién cutdnea y la respuesta al tratamiento y/o la sobrevndo de los
pacientes. En el articulo se concluye que cada vez con mas| fuerza se
considera la reaccién cutdnea como un marcador indirecto de que
realmente el EGFR estd siendo bioqueado por las drogas; por fo que hay casi
un consenso entre los expertos de que la erupcién cutdnea es un |mporton’re
marcador clinico subrogado de la actlividad anti fumoral o de eficacia
terapéutica y se sugiere que la reaccién cutdnea podria servir poro identfificar
el grupo de pacientes que mds se beneficiarian con el fratamiento. |

Sin embargo, resuliados de ensayos clinicos ufiizando el lanticuerpo
monoclonal anti-EGFR, hR3 {EP 0712863B1 y US 5,891,996}, mostraron que el
anticuerpo es bien folerado por los pacientes. La erupcidén cutdnea, que ha
sido detectada en el 80% de los pacientes fratado con oiras drogas
bloqueadoras del EGFR {Perez-Soler y col en Oncologist 2005; 10: 345-56 y
Thomas y col en Clin J. Oncol N 2005; 9: 332-8) no aparece en iosI pacientes
sometidos a dosis repefitivas de hR3 {Crombet y col. en Cancer Biology &
Therapy 5;4, 375-379, 2006). i

{
i

A pesar del consenso que existe en el estado del arte sobre la asociacion
directa enire la erupcién cutdnea y el bioqueo del EGFR, los autores de la
presente invencidén consideran que la erupcién cutdnea es una desventadja
asociada a la droga y no al blanco de ahi la necesidad de continuar
explorando nuevos agentes anti-EGFR.

Memoria descriptiva:

La presente invencién se relaciona con los inhibidores del recep’ror de Factor
de Crecimiento Epidémmico {EGFR} con actividad citostética y no citotdxica
sobre células que expresan dicho receptor.

Debe entenderse por agente Citostdlico cualquier agente que inhibe la
proliferacion celular deteniendo las células en una fase del ciclo celular;
mientras que agente Citotoxico: es todo agente que induce muerte celular.
Sorprendentemente, los autores de la presenie invencion han descubler’ro que
enire los inhibidores del EGFR, o lo que es igual, aquellas molecuk:ls que en su
interaccidén con el receptor inhiben la sefial mifogénica inducido por los
ligandos naturales, hay un grupo que por el sitio en que reconocen al receptor,
permiten un equilibrio fisioldgico enire las conformaciones activa e inactiva del
receptor y por tanfo manfienen un nivel basal de autofosio lacion del
receptor. Este nivel basal de autofosforiiacion del receptor hace que las
células que lo expresan queden amestadas en una fase del ciclo celular. La
aplicacion clinica de este resultado es que permite el disefio de drogas
antitumorales que mas que inducir la muerte de las células tumorales ejerzan
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un control biolégico sobre el crecimiento del tumor. Adicionalmente, este fipo
de droga antiftumoral tiene la veniaja que no provoca los serios efectos
adversos, como la erupcién cutdnea, que se ha reportado previamente para

los inhibidores del EGFR que tienen efecto citotdxico sobre los tumore's.

Los inhibidores del EGFR con aciividad citostdtica descrifos en la presente
invencion se podrian caracterizar porque reconocen al EGFR por los| dominios |
o Il de la regién exiracelular, preferiblemente por dominio lll, e inhib 2N la unién
del ligando natural y por tanto la sefial mitogénica; aquellas moléculas que
reconocen dl receptor por estos dominios pero que al mismo ﬁer!npo dejan
libre el dominio 1l de la regidén exiracelular del receptor de forma 10;] que este
forme homodimeros que activen la fosforilacién de la regién intracelular de
dichos receptores, resultan moléculas con actividad citostatica sobre células
que expresan el EGFR y por fanto potenciales agentes ’rercpéqﬁcos para
tumores que expresan este receplor de membrana.

Los autores de la presente invenciéon también han descubierto que la terapia
de tumores malignos con estas moléculas, preferiblemente anticuerpos
monoclondles, que inhiben la sefial mitogénica del EGF pero que ho impiden
un nivel basal de autofosforilacion fienen un efecto cis?osféﬁc'o sobre el
crecimiento tumoral.

Las armas terapéuticas actluales que lienen como blanco el E:GFR, tanto
aquellas que resultan antagonistas de los ligandos mitogénicosl como las
pequefias moléculas inhibidoras de la autofosforilaciéon del receptor tienen
una utilidad limitada por los efectos adversos que obliga en muclrkos Ccasos
suspender el ftratamiento. Los autores de la presente invelncién han
enconirado moléculas que teniendo como blanco terapéutico el EGFR
pueden simultaneamente inhibir el crecimiento tumoral sin producit los severos
efectos adversos descritos para los inhibidores de la autofosforilacion del EGFR
existentes hasta el momento. H hallazgo de la presente invencién|se basa en
inhibir la actividad mitogénica inducida por los ligandos naturales del EGFR sin
inhibir completamente la autofosforiiacion del EGFR. Ha sido descrito
previamente que el EGFR se encuentra en equilibrio en ta membrana entre sus
formas acfiva e inactiva. Cuando estd en forma acfiva, el dom'finio Il de la
regién extracelular interactia con el mismo dominio de o?rrasi molécuias
formando homodimeros y activando la autofosforilacion del dominio
infracelular, esta fosforilacién desencadena una cascada de evenios vitales
para las células. Se ha calculado que en ausencia de ligandos mitogénicos,
entre 5 y el 10% de los receptores se encuentran en forma activay por tanto
fosforitados, este nivel de fosforilaciéon aungue no es mitogénico permite la
supervivencia de las células. Segin los autores de la presente invencion, utilizar
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drogas que inhiban completamenie la aufofosforilacién del receptor
provocaria la muerte celular masiva, tanto las células tumorales como tejidos
normales sufrirdn esta deprivacion y de ahi los efectos adversos severos. Sin
embargo con el empleo de los inhibidores que son objeto de la presente
invencion, se logra inhibir la actividad mitogénica sobre el crecimi‘em‘o de los
tumores pero se mantiene la fosforilacion basal que permite la supervivencia
de las célulos. E primer fipo de droga provocara un efecto citotdxico con
regresiones tumorales impresionantes pero se le asocian efectos adversos
severos y recaidas tempranas. Las drogas objeto de la presente inv?ncién, mas
gue una muerte celular masiva con regresiones espectaculares ;;Jrovoccron

‘estabilizaciones de la enfermedad por efecto citostatico sobre los tumores sin

grandes efectos adversos sobre tejidos normaies. !
Adicionalmente, los autores de la presente invencion fambién han enconfrado
que estos inhibidores de EGFR con actlividad citostatica mantienen las
propiedades como radio y quimio sensibilizadores descritas previcmenfe para
los inhibidores del EGFR con actividad citotdxica. |

Basados en los hallazgos experimentales, los autores de la presenfe invencion
reclaman moléculas que tienen como blanco el EGFR y cuya cchvndcd es el
control bioldgico del crecimiento de los tumores. Tanto cuando son
administrados como monoferapia como cuando se usan en combmacnon con
quimio o radio terapia. ;
Por tanto son objeto de la presente invencion aquellos ligandos del EGFR,
naturales o sintéticos, preferiblemente naturales y mds preferiblemente
anticuerpos monoctonales, antagonistas del EGF que inhiben la unién del EGF
al dominio exiracelular del receptor pero que no interfieren en la dimerizacion
del receptor y por tanto no afectan el nivel basal de autofosforilacion.

Es también objeto de la presente invencién un método para el fratamiento de
un paciente de cdncer, que comprende la adminisiracibn de una
composicidn farmacéuiica que contiene el ligando del EGFR, preferiblemente
un anticuerpo monoclonal, antagonista del EGF pero que no inhibe la
autofosforilacion basal del receptor.
También forma parte del objeto de la presente invencion un método para el
disefio y la seleccién de los ligandos, preferiblemente los anticuerpos
monocionadles con accién citostdtica sobre €l crecimiento de los tumores
malignos.

Descripcién deiallada de la invencion:

El inhibidor del EGFR objeto de la presente invencion compixende una
molécula natural o sintética que se una al receptor del Factor de Crecimiento
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Epidérmico por los dominio [ o lll de la regién exiracelular de dicho receptor,
preferiblemente por el dominio ill, y que se caracteriza porgue inhibe la unidn
de! ligando natural y ademds permite que el receptor adopte la
configuracién acfliva. Somprendentemente, los inhibidores que reconocen al

|

receptor de esta forma fienen un efecto citostatico sobre el crecimiento de las

células que expresan el receptor a diferencia de fos inhibidores descrifo hasta
el momento de la invencién, los cudles tienen un efecto cﬁot())'dco sobre
dichas células.

E | método para el disefio de los agentes terapéuticos que son obje’ro de la
presente invencidon se basa en resultados enconfrados por los ou’rores de la
presente invencidn y que soportan el modelo de interaccién del EGF con su
receptor, Estas drogas antagonistas del EGF fienen efecto fercpeuhco contra
el cancer y resultan con ventadjas sobre las drogas antagonistas del EGF
previamente descritas. En una representacion preferida, estos agentes
terapéuticos pueden ser anficuerpos monocionales contra el EGFR vy
preferiblemente el anticuerpo monoclonal hR3. Este anticuerpo humanizado
se describe con todo detalie en la solicitud de patente EP 071286381 y en la
patente US 5,891,996, antes mencionadas, y fambién en diversas publicaciones
cientificas, por ejemplo en Maieo y col., immunotechnology 3; 71-81, 1997. En
dichos documentos se describen también con todo detalle procedimientos
para su obtencién.
El modelo de interaccién descrito por lo inventores también permite explicar
los resultados de ensayos clinicos en pacientes de cancer donde se evalud el
efecto terapéutico de los agentes objeto de la presente invencion.
Es conocido que la inferaccién del EGF con el dominio exiracelular del
receptor de membrana induce una cascada de sefiales que son las que
desencadenan la accién mitogénica de este factor de creci miento. La
autofostorilacion del dominio intracelular de EGFR es uno de los primeros
eventos bioquimicos de esta cascada de sefidles, pero se sabe que es
requisito indispensable la dimerizacion de los receptores. ﬂ

También es conocido del estado del arte que la molécula de EGF se une
simultdneamente o los Dominios | y il de la regién ex%rocelulcr del EGFR,
haciendo que el receptor adopte una configuracion activa y dejondo libre
para la dimerizacién al Dominio ll. Los anficuerpos monoclonales [AcCM} que
reconocen el EGFR y que se han estado probando en la clinica pc;br su efecto
terapéutico en fumores son moléculas que funcionan como antagonistas del
EGF y se sabe que se unen al receptor inhibiendo la dimerizacion y|la posterior
fosforilacién. Otros anticuerpos descritos en el arte previo, se sabe que se unen
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|
directamente al Dominioc It del recepfor inhibiendo de igual fnanerc la
dimerizacién del receptor. | !
Sorprendeniemente los autores de la presente invencién han encontrado que
es posible impedir fa unién del EGF a su receptor inhibiendo asi la senal
mitogénica del figando natural pero al mismo fiempo dejar fibre el Dominio 1,
de forma que no se inhiba la dimerizacion del recepior, permitiendo de esta
manera que ocurra un nivel basal de autofosforilacion del mismo.
Es conocido del estado de arte que las moléculas de EGFR se encuentran en
la membrana en un equilibrio entre las conformaciones activa e inactiva. Se
dice que entre el 10% y el 5% de los receptores de membrana se encuentran
en la conformaciéon extendida que por tanto para esta frocc.i:ién de los
receptores es posible la dimerizacién con la consiguiente autofostorilacion. Si
bien este nivel de Tosforilacion del receptor no constituye una senal para que
las células eniren en proliferacién, al menos permite la viobilidad celular en un
estado de quiescencia.
Por tanto la utilizacion de moléculas con las caracteristicas que se describen
en la presente invencién seria de gran ulilidad en lo terapéutica de aquellos
tumores que expresen este receptor. £ uso terapéutico de las moléculas de la
presente invencién inhibiria la profiferacién de los tumores inducida|por el REGF
pero al mismo tiempo se evitarian los efectos adversos de los antagonistas del
EGF que existen actualmente en la practica ciinica.
De entre los agentes terapéuticos con las propiedades descritas anteriormente
resultan preferidos ol objeto de la presente invencién los anticuerpos
monocionales conira el dominio extracelular del EGFR, siendo especialmente
preferido el anticuerpo monocional humanizado hR3 descrito previamente en
US 5,891,996 y EP 0712863.
Aungque en el estado de la iécnica existen agentes ferapéuticos que
reconocen el mismo blanco, el agente terapéufico de la presen’r'e invencion
tiene caracteristicas estructurates y funcionales que le dan veni‘ajos desde el
punto de vista terapéutico sobre los que han sido descritos previdmenfe. Una
de las particutaridades del anticuerpo de la presente invencion s;on aquellas
observadas en la esfruciura tidimensional del sitio de reconocimien’ro y unién
del antigeno. :
Adicionalmente, el objeto de la presente invencion se retccicimo con un
método para inhibir el crecimienio de tumores dependientes del EGF,
caracterizado porque la administracién en dosis terapéuticas (del agente
terapéutico provoca ia estabilizacion de la enfermedad mas que la regresion
drdstica del tamafio fumoral. :
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También son objeto de la presente invencién composiciones terapeuticas que
comprenden una disolucidén acuosa de al menos uno de esfosiinhibidores
citostaticos Gtiles en el fratamiento de tumores u otras patologias dsociadas a
la desregulacién del EGFR. En las composiciones farmacéuticas de la presente
invencidn la concentracion del inhibidor, particularmente el anticuerpo esta
en un rango de 10-200 mg/ml y mds parficularmente, esta concentracion estar
en el rango de 50-150 mg/ml.

Adicionalmente, la presente invencién comprende el uso de estos inhibidores
del EGFR, particularmente ef antficuerpo monoclonal humanizado hR3

{Nimotuzumab) en combinacién con radioterapia u otros agentes terapéuticos

tales como agentes quimioterapéuticos o la combinacion de esfos para el

tratamiento de tumores malignos. Segin la presente inv'encién, la
administracién del inhibidor objeto de la presente invencién puede ser oral,
parenteral {infravenoso o intframuscular}, épico, transdérmico o por inhalacion.
Es otro de los objetos de la presente invencién un método para la seleccion de
inhibidores del EGFR con aclividad citostdtica. Dicho método se basa
fundamentalmente en la medicién del contenido de ADN de las{células por
incorporacién de ioduro de propidio en células permeabilizadas )} fijadas, tal

como se describe en el ejemplo 6 de la presente invencién. .

EJEMPLOS;

Ejemplo 1: Estructura del Cristal del fragmento Fab del hR3.
La estructura del cristal del fragmento Fab del anticuerpo hR3 se determind a
una resolucién de 2.5 A y se refind para los factores R con buéno estéreo
quimica.
En general la estructura del cristal es similar a las estructuras de otros
fragmentos Fab. Sin embargo se enconiré un rasgo peculiar y es que el CDR 1
de la cadena pesada no se ajusta a ninguna de las conformaciones
candnicas descritas. Por el contrario, se encontrd que esta regién adopta una
estructura de alga hélice. Esta conformacion de aifa hélice no pertenece a
ninguna de las conformaciones candnicas descritas para el CDR 1 de las
cadenas pesadas, en la Figura 1 se representa la eshuctura del cristal de
fragmento Fab donde se puede apreciar la peculiaridad en la estructura del
CDR1 de cadena pesada.
Por un método semi automdtico se compard la estructura del cristal del
fragmento Fab del anficuerpo hR3 con las estructuras de cristales de
fragmentos similares contenidos en la base de datos PDB actualizada hasta
Mayo de 2007. En la base de datos se enconiré que solamente otro anficuerpo
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humanizado por el método de frasplante de los CDR tfenia este rasgo peculiar
. !
en la estruciura del CDR1 de la cadena pesada. ‘

Ejemplo 2: Estudio de la unién del fragmento af ligando. i

Mediante estudios de Biacore se determiné que los fragmentos Fab del
anticuerpo hR3 se unen al dominio extracelular del EGFR con una Ko] de 2.0x108
M. en dicho estudio se usé como conirol el fragmento Fab del anticuerpo
comercial contra el EGFR Cetuximab para el cual se encontré que se une al
dominio exiracelular del receptor con un Ko de 1.9x10°M, similar al valor
reportado previamente.
Como se observa el anticuerpo hR3 tiene una dafinidad menor que el
Cetuximab, esto es debido fundamentalmente a que fiene una mayor Kon.
Estas diferencias en la ofinidad de ambos receptores podria explicar la
diferencia de su efecto biolbgico, parficularmente efectos adversos, cuando
es usado en fratamientos sistémicos en pacientes de cancer.

Fab Kon (1 /MS) Kot “/S) Kd (M)
Nimotuzumab 5.2x104 1.1x103 2.1x10°®
Cetuximab 3.1x10¢ 5.8x10° 1.8x10”

TABLA 1:

Adicionalmente, se comprobd que el hR3 competia por la unién al fEGFR con el
anticuerpo Cetuximab. Empleando técnicas de ELISA se hicieron §ensoyos de
inhibicién con el antficuerpo Cetuximab que se sabe por la fﬁerc#uro que se
une de manera especifica y exclusiva al Dominio #i det EGFR. Pi'arc: esto se
usaron placas recubiertas con EGFR y se mantuvo constante la concentracion
del fragmento Fab-hR3 biotinilado. Se usaron diluciones del fragmento Fab-
Cetuximab y se observé como la sefial dada por ef Fab-hR3 biofin flado, al ser
revelado con esreptavidina conjugada a fosfatasa, disminuia.
También se realizaron ensayos de competencia ufilizando el FACS sobre
células A431, que se conoce que sobre expresan el EGFR. Aqui se hicieron
diluciones de hR3/Cefuximab similares a las descritas anteriomnente y se
confirmé que el anticuerpo hR3 compite con el Cetuximab por| la unién al
receptor de EGF. '
Los resuliados obtenidos tanto por EUSA como por FACS indican que los
epitopos reconocidos por ambos anficuerpos estdn muy cercanos y no es
posible que ambos se unan simultGneamente al receptor. Basandose en estos
resultados y conociendo del arte previo que Celuximab se une oli EGFR por €l
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dominio Il de la regidén extracelular del receptor, es posible asumir que el hR3
se une al EGFR por el mismo Dominio que el Cetuximab. |

Ejemplo 3: Modelo del complejo anficuerpo-receplor.
£l modelo del complejo entre hR3 y el EGFR se predijo mediante cdiculos "in
silico”. Para esto se usaron, de forma secuencial, el programa RosettaDock,
para la prediccién det acoplamienio de ambas proteinas y Posteriormente se
us6 el programa NAMD para reldjar la esfruciura del complejo denito de una
caja de agua. : I

Bl resultado de este modelo se observa en la Figura 1. B panel A) muestra una
vista general del modelo con e EGFR en su conformacién de baja afinidad de
unién al ligando {inactiva). En el panel B} se observa iguagimente |una vista
general del modelo pero en este caso el EGFR estd en su conformacion de
alta afinidad por el igando {aciiva). De esta figura se observa que segun
nuestro modelo hR3 es capaz de unirse al EGFR sin inhibir el céi:mbio de
conformacién que este necesita para la dimerizacién y id! posterior
sefializacion. El panel C) muesfra un acercamienio a las intérocciones
moleculares entre el hR3 y el EGFR. |

En la Figura 2A se muesira como, segin nuesiro modelo, inhibe la|union del
Cetuximab. Mientras en la Figura 2B, se muestra como el anticuerpo hR3
bloquea la unién del ligando EGF a su receptor el EGFR.

Ejemplo 4: Modelo tedrico de un fragmento Fv de un anticuerpo que se une al
dominio 1 del EGFR. El modelo se obtuvo por la misma metodologia que el
modelo del ejemplo 3. El anticuerpo unide permite que el receptor adopte la
conformacién activa donde los dominios | v i estan préximos uno al otro. El EGF
(Figura 3, en rojo, representado en modelo de Dreiding)}. en cambio, no puede
colocarse en su sifio de unidn debido a impedimentos estéricos causados por
el anticuerpo {el solapamiento de ambas estructuras es claramente visible en
la Figura 3. La estructura def EGFR en complejo con el EGF fue tomada del
fichero con cédigo livo del Protein Data Bank. £ fragmento Fv de énticuerpo
fue construido por modelacion computacional. |

Ejemplo 5: Efecto citotoxico de los anticuerpos monoclonales anti-EGFR sobre
las células tumorales A431 y H125.

Las células A431 y H125 {2 x 105} se sembraron en placas de 24 pozos usando
medio DMEN:F12 al 10% SFI. Doce horas después las céivlas se fratan con los
anticuerpos monocionales Cetuximab {7-175 nM) o Nimotuzumab (76—1 750 nM)
en medio DMEN:F12 con 1% de SFT y EGF humano {500 pg/mi} y se incubaron

[7



WO 2009/152783 1  PCT/CU2009/000004

|
i
{

5 48 horas. Este fratamiento se repitid® durante oiras 48 horas. La muerie celular
se anadlizé después de 96 horas de fratamiento mediante citometia de flujo
utilizando un marcaje con ioduro de propidio {10 pg/mi). Las células no
tratadas se incluyeron como conirol de minima muerte. En las cios lineas
celulares andlizadas, el Cetuximab induce mayor porcentdie dé células

10 muertas a todas las concentraciones ensayadas que el anficuerpo
Nimotuzumab {Figura 4). Es de resaltar que este resultado se obtiene aun
cuando el Nimotuzumab es usado 10X de conceniracién con respecto al
Cetuximab, para independizar las diferencias en efecto citotéxic!o de las
diferencias en afinidad de ambos anticuerpos. !

15
Ejemplo é: Efecto citotoxico versus citostdafico de los anticuerpos monoclonales
anti-EGFR sobre las células tumorales A431 y H125.

Las células A431 y H125 {0.25 x 104} se sembraron en placas de 6 pozos usando
medio DMEN:F12 al 10% SFT. Doce horas después las células se frafan con los
‘ 20 anficuerpos monocionales Cetuximab o Nimotuzumab (7-1750 nM)' o con el
AG 1478 {inhibidor tirosina cinasa det EGFR} a10 uM en medio DMEN:F12 con 1%
de SFT y EGF humano {500 pg/mi} y se incubaron 48 horas. Este trc:’rolmiento se
repitié durante otras 48 horas. Para anafizar el ciclo celular y la fragmentacion
del ADN {marcador de apoptosis tardia) en estas lineas después de las 96

25 horas de ftratamiento, las célulos se fijaron con una melzcla de
metanotacetona (4:1) a 4°C y se marcaron incubando con foduro dé propidio
(400 pg/mily RNAsa (100 pg/mi}. Ambos andlisis se realizaron en un citdmetro
de fiujo, colectando como minimo 20 000 eventos y los datos se pfocesaron
usando los programas WinMDI 2.8 y ModFif3.0.

30 Como se puede observar en las Figura 5, fanto en las células A431 (A)jcomo en
las H125 (B) ambos anticuerpos monoclonales {Cetuximab: |175 nM,

‘ Nimotuzumab: 1750 nM} inducen un similar incremento en la fraccién de las
. células en ia fase GO-G1 con la correspondiente disminucion de ias células en
las fases G2-M y $ al compararse con las células sin frafamiento. Este efecto fue

35 comparable al obtenido con el AG1478 usado como control positivo de
detencion del ciclo celular. En las fablas 1 {A431) y 2 {H125} se muesiran los
porcentdjes de células en las diferentes fases del ciclo para un omplio rango
de concentraciones de Nimofuzumab y Cetuximab que se emplearon para
hacer el experimento. |

40 Sin embargo, cuando se analiza la capacidad de estos anficuerpos de inducir
apoptosis sobre estas células, se observa que aun cuando ambos son capaces
de tener un semejante efecto anti-proliferativo sobre las células A431)y H125, el
Cetuximab induce a todas las concentraciones empleadas un mayor
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porcentaje de células apopfdticas que el Nimotuzumab (Figura 5, Tabla 2,

Tabla 3).
Fases del ciclo Sin Cetuximab {niVl)
celular (%) tratamiento 7 P 70 140 175
G./Gy 46.21 $6.57 5808 | . 62.19 64.87 70.89
G2/m 8.89 8.01 8.04 2.46 6.0 5.03
S 4490 3542 33.88 3035 29.04 24.08
Células 3.50 3.96 10.78 19.67 25.45 31.19
apoptdticas{%)
Fases del ciclo AG1478 Nimotuzumab {ni)
celular (%) 10uM 70 | 350 | 700 1400 1750
G,/Gy 79.82 56.08 58.98 60.32 64.68 70.01
G2/M 311 8.12 7.87 798 6.21 5.12
S 17.06 3508 3317 317 29.11 24.87
Células 4275 3.62 394 4.07 4.65 5.50
apoptoticas(%)

Tabla 2. Distibucion del ciclo celular y porcentaje de células apoptdticas de la
10 linea A431 tratada con diferentes concentraciones de Cetuximab y

Nimotuzumab.
Fases det Sin Cetuximab {(n)
ciclocelular tratamiento 7 35 70 140 175
(%)
G,/Gy 50.68 5141 55.22 57.69 60.69 69.46
G2/™M 10.25 1002 956 934 9.22 ) 9.05
S 3907 3857 35.22 33.27 30.09 21.54
Células 7.18 10.35 16.62 20.15 23.59 25.48
apoptdticas
(%)
Faese del AG1478 Nimotuzumab (nM}
iclo celul ™ 1
ae (;q ar 1ou 70 350 | 700 1400 1750
Go/Gy 7455 53.89 54.63 55.52 58.34 68.55
G2/M 8.79 1145 9.89 9.68 9.46 2,28
s 16.66 34.66 35.48 34.80 32.20 22.17
Células 31.67 7.24 8.30 10.63 1140 13.67
apoptdticas
(%)

Tabla 3. Distribucién del ciclo celulary porcentdje de células apoptdticas de la
inea H125 tratlada con diferentes conceniraciones de Cetuximab Yy
Nimotuzumab.

.
|
i

Ejemplo 7: Actividad antitumoral en ratones afimicos xenohaspimtqéos.
Los animales utilizados para la experimentacion fueron ratones c%frTicos NMRI
(8-10 semanas} los cuales se obtuvieron de Charles River {Sulzfeld, Alemania).

Zl
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Los animales se mantuvieron en condiciones asépficas en un animalario
aprobado en el cuidado de animales de laboraforio y acorde a 1as
regulaciones y normas vigentes, y suU UsO fue aprobado por las avtoridades
responsables locales. 1
Para producir los tumores, las células se tomaron de cultivos subconfluentes por
tratamiento con tipsina 0.25% y EDTA 0.05%. La frypsinisacion se detuvo con
medio al 10% de suero fetal de temera. Para la inoculacion solo se e |pleoron
aquellas suspensiones celulares con una vicbilidad mayor del 90%. Se
inocularon 8 animales por grupo con 10 células de la linea US7MG por via
subcutanea en el flanco izquierdo y con 2x104 US7MG por via infracraneal en
el hemisferio derecho del cerebro de los ratones con la cyudq de un
dispositivo estereotactico. H peso corporal de los ratones se moni’foreéi durante
toda la experimentacién. La talla de los tumores subcutdneos se midio tres
veces por semana y el volumen tumoral se determind mediante la férmula: 0.5
x (diGmetro mayor) x {diGmetro menor)2 Los indices de voiumen‘ tumoral
relativos {RTY) se calcularon referidos a los volimenes medios de c!:ada dia
respecto a la primera medicion [ajustado a 1). Los animales se sobriﬁcaron
cuando el peso de los fumores excedié el 10% del peso fotal de los animales.
La talla de los fumores infracraneales fambién se determiné. Para ese propésito
se exirajeron los cerebros completos de los animales y se congelaron én 2-metil
butano. Se redlizaron cortes en criostaio {10um) y se fomaron secciones
consecutivas y se lieron con violeta cresil. Se determinaron los diGmeiros
mayores de los tumores y los perimeiros con la ayuda de un microscopio (Zeiss
Axioskop). y se calcularon los volumenes tumorales. Los fumores subcutdneos
se congelaron y se dlmacenaron a -80°C para ofros andlisis. Los |diferen’res
fratamientos se iniciaron tres dias después de inoculados los tumores. Los
animales se irataron fres veces por semana con los anticuerpos monloclonoles
Nimotuzumab o Cetuximab con 50 mg/kg/dosis mediante administracion
intraperitoneal. En los grupos que recibieron iradiacién, los animales se
expusieron a una dosis total de 3.0 Gy de iradiacion de cuerpo com:ple’ro (TBI),
fraccionado en 1.0 Gy semanal durante fres semanas comenzcnd!o 72 horas
despues de la inoculacion de los tumores. Ademds se frafaron grupos de

. . .. . . .|
animales con la combinacién de los anticuerpos mas la radioterapia. En estos

grupos los anticuerpos se adminisiraron 6 horas antes de la fr!eropio de
radiacion. En el experimento se incluyd un grupo adicional de 10 cnimoles que
recibié solucién salina en lugar de anticuerpos y se tomé como control. Figura
4 muestra lo sensibiizacién de la linea tumoral humana U87MG
xenotrasplantada por via subcutdnea en ratones NMRI atfimicos por

anficuerpos monocionales anti-EGFR. Los anticuerpos se administraron por via
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intraperitoneal a 50 mg/kg/dosis fres veces por semana durante fres semanas.
Los animales fratados con radioterapia recibieron una dosis total de 3 Gy
fraccionada en 1 Gy seminal duranie ires semanas. En la figura se muéstrcn las
administraciones de los anticuerpos en ﬂech'os negras continuas y la rddiocién
en flechas fraccionadas. Los volimenes tumorales se determinaron en los
tiempos indicados. La adicion de los anticuerpos a la radioterapia retfardd
significativamente  {p<0.05} el crecimiento de los tumores en los ratones
respecto a los grupos de animales tratados con radioterapia o no tratados. La
adicién del Nimotuzumab a la radioterapia también retardo significativamente
el crecimiento de los tumores respecto al grupo tratado con el anticuerpo
solamente. Prueba estadisica de Mann-Whitney, los simbolos | indican
diferencias estadisticas respecto a (*} PBS, {+) anticuerpo solo, {°) radioterapia.

Figura 7 muesira la sensibilizacién de la linea fumoral humana Us87MG
xenotrasplantada orfotdpicamente en ratones NMRI atimicos a la radioterapia
por anticuerpos monoclonaltes anti-EGFR. Todos los tratamientos conl'lenzcron
tres dias después de la inoculaciéon de jos tumores con Nimotuzumab,
Cetuximab, radioterapia, Nimotuzumab mds radioterapia, Cetuximab mds
radioterapia o PBS. Los anticuerpos se administraron por via infraperifoneal a 50
mg/kg/dosis ires veces por semana duranie tres semanas. Los Icunimc:les
tratados con radioterapia recibieron una dosis total de 3 Gy fraccionada en 1
Gy seminal durante fres semanas. Las secciones de cerebro analizadas en los
grupos que recibieron los anticuerpos mas la radioterapia moshéron una
reduccién significafiva {p<0.05) en el tamano de los tumores. La adicion del
Nimotuzumab a la radioterapia disminuyé  significativamente (pj<0.05) el
tamaiio de los tumores respecto a la radioterapia sola. Prueba estadistica de
Mann-Whitney; los simbolos indican diferencias significativas respecto a: (*) PBS,
(+) radioterapia.

Angiogenesis {CD31/PECAM-1). Las muesiras de tumores se descongelaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se fijaron en pora~fomlialdehido
3.7% durante 15 minutos. Seguidomente se bloqueé la peroxidasa endégena
con perdxido de hidrégeno 0.03% (DAKO Corporation, Ccrpin’rieric, CA)
durante 15 minutos y se incubaron con el anticuerpo primario anti
CD31/PECAM-1 a temperatura ambiente por 2 horas a una diluck’)A de 1:100
en medio diuente de anficuerpo {DAKO Corporation, Carpinteria, CA).
Después de lavar, se incub® con el anticuerpo secundario corresy'oondien’re
conjugado a peroxidasa a temperaiura ambiente durante 30 min!u’fos para
detectar la reaccién antigeno-anficuerpo. Finalmente se visucl:izcron las

secciones con el cromdgeno DAB [DAKO Corporation, Carpinteria, CA), se
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montaron las I&minas y se analizé la fincién con CD31. Las secciones tumorales
representativas se visualizaron en un microscopio de luz {Zeiss, Axioskop) con
una magnificacién ocular de X40. Se estimé el area de los micro-vasos
sanguineos endoteliales presentes en los fumores de 5 campos microscopicos
en cada tumor. Y se promedio el valor medio en cada caso. B drea total de
los vasos evaluados se calculd empleando el programa Axio Vision 4.5 {Zeiss). El
ratamiento con Nimotuzumab estuvo asociado a una significativa relduccién
(p<0.01) en el Grea de los vasos de los animales fratados {Figura 8).
CD133. Para la determinacion de la expresion de CD133 las muestras tumorales
se fijaron en acetona durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente se bloqued la peroxidosa endbégena sumergiendo las muesiras
en perdxido de hidrégeno 0.03% {DAKO Corporation, Carpinteria CA) durante
30 minutos y se bloquearon las uniones inespecificas con suero fetal de ternera
al 20% durante 20 minufos a temperatura ambiente. Después de esto se
incubaron las muestras con el anficuerpo primario  anti-CD133/] AC133
(Miltenyi Biotec) durante 1 hora a temperatura ambiente a una dilucién de
frabgjo de 1:10 en diluente de anticuerpo. Posteriormente se lavaron las
muestras y se incubaron con estreptavidina conjugada a peroxidasa durante 1
hora a temperatura ambiente. Finalmente se visudiizaron las secciones con el
cromégeno DAB {(DAKO Corporation, Carpinteria, CA}, se montaron las ldminas
y se andlizé la fincién con CD133. Las secciones fumorales fepresenitoﬁvas se
visualizaron en un microscopio de luz {Olympus, Japan) con una maghnificacion
ocular de X40. B porciento de células positivas al CD133 se determiné
promediando el ndmero de células positivas al marcador para caida grupo
andlizado en las secciones comespondientes a los 5 camMpos donde se observo
la mayor fincién. Figura 9 muesira el andlisis inmunohis‘toquimki:o de la
expresién del CD31 en los tumores humanos de US7MG xeno’rrcsploh’rcdos en
ratones NMRI atimicos fratados. B tratamiento con Nimotuzumdb estuvo
asociado a una significativa reduccién {p<0.05) en el porciento de células
CD133 positivas respecto a los animales fratados con radioterapia. La adicién
del Nimotuzumab a la radioterapia disminuyé significativamente (p<0.05) el
porciento de células CD133 positivas respecto a los animales iratados con
radioterapia y respecto a los animales no tratados. Prueba estaFiis’rico de
Mann-Whitney; los simbolos indican diferencias significativas respecto a: {*) PBS,
(+) radioterapia. 1

Andlisis Estadistico. Las medias, desviaciones estandar, y el error estandar de la
media se calcularon utilizando el programa GraphPAD versién 4.0 {GraphPAD,
San Diego, C.A.). Bl andlisis estadistico se realizd6 con el mismo programa
GraphPAD InStat. La significacién estadistica entre grupos se| compard
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utilizando lo prueba de Mann-Whitney, y la prueba de comparacion Multiple
de Dunn. Las diferencias se consideraron significativas si p<0.05. i

Ejemplo 8: Eflecto antitumoral de la combinacion del Anficuerpo monoclonul
hR3 (Nimotuzumab) y Carboplatino a bujus dosis. Los animales uhhzados para
la experimentacion fueron ratones atimicos NMRI {8-10 semanas) retados por
via subcutdnea con un fumor de origen humanao clasificado como NSCLC. El
dia 0 del experimento los animales fueron inoculados con fragmentos del
tumor. Cuando los fumores fueron palpables {entro los 10 y 12 dias posi-
inoculacién del tumor) los animales fueron tratados con 50 mg/Kg del
anticuerpo monocional hR3 fres veces por semana y/o una dosis semanal de
Carboplatino a 50 mg/Kg durante é6 semanas por via infraperitoneal. Se uso PBS

como control del experimento. B didmetro fumoral mayor y men<1>r de los -

tumores fueron medidos 2 veces por semana y €l volumen tumoral c'olculodo
por la siguiente formula: Vi= {diGmetro menor)2 x digmetro mayor / 0.52. El
Volumen Tumoral Relativo fue calculado de la siguiente manera: VT x 1/ VTdico.
En la gréfica se representia el volumen tumoral relativo con el error es’rci':mdcr de

la media. Figura 10. !

Breve descripcioén de las figuras: i

Figura 1: Vista general del modelo {representado n modelo de cnn’rc s, eEGFR
en azul, VL y VH en camelita y verde respectivamente. A} EGFR en su
conformacién de inactiva {baja afinidad) y B) EGFR en su conformacion activa
(alta afinidad). C) acercamiento a la interfase de interaccion |entre el
Nimotuzumab y el EGFR.

Figura 2: Inhibicién de la unidn del Cetuximab A} y EGF, B) por el
Nimotuzumab.
En A} Utilizando la representacion de cintas se muestra el Cetuximab y por
cintas y superficie estd represenfcdo el Nimotuzumab {VLy VH de carmelita y
verde respectivamente} y el EGFR en su conformacién inactiva en azul. En B) se
muesira el EGF como representacion de cintas y superficie en color rojo.

Figura 3: Modelo tedrico de un fragmento Fv de - anticuerpo (en verde,
representado en modelo de cintas) que se une al dominio | del EGFR.; ;

Figure 4. Cetuximab tiene una mayor capacidad citotdéxica que Nimotuzumab

en las células A431 y H125. Las células A431 y H125 se iro‘taronlx con los

anticuerpos cetuximab {7-175 nM} o Nimotuzumab (70-1750 nM} duranfe 96




10

15

25

30

35

40

WO 2009/152783 17 PCTICU‘ZO{W!OOOOM

horas y posteriormente se tifieron con P analizédndose por FACS. Cada barra
representa la media del porciento de células muerfas a parlir de células
totales + D.E de 3 pozos de iratamiento. Estos experimentos se repn‘reron fres
veces obteniéndose resuliados similares.

Figure 5. Nimotuzumab y Celuximab tienen un similar efecto crrosfo’nco sobre
las células A431 y H125 mieniras Celuximab induce una mayor respues’ro
apoptdtica que el Nimotuzumab sobre estas células. Las células A431 (A) Y
H125 {B) se frataron con los anticuerpos cetuximab {175 nM), mmotuzumob
(1750 nM) o el AG1478 {10 uM) durante 96 horas y posteriormente se fiferon
con IP analizdndose por FACS. En cada grdfico se muestran dos regxones La
de linea disconfinua comesponde a las células vivas y para las mlsmcs se
muestra el porcentaje de células en cada fase del ciclo. La de linea conhnuo
cormresponde a las células apopiéticas y el porceniaje de los masmas con
respecto al total también se muesira. Estos experimentos se repmeron tres
veces obteniéndose resuliados similares.

|
Figura &: Sensibilizacién de la linea tumoral humana U87MG xenotrosplcniqda
por via subcutdnea en ratones NMRI atimicos por anlicuerpos moncbcloncles
anti-EGFR. Todos los tratamientos comenzaron tres dias despues de la
inoculacién de los fumores con o Nimotuzumab {(h-R3], A Cetuximab (C225), m
radioterapia (RT}, e Nimotuzumab més radioterapia (h-R3 + R}, A Cetuximab
mds radioterapia {C225 + RT) o PBS como control (PBS). }

Figura 7: Sensibilizacién de la linea tumoral humana US7MG xenotrasplonfodo
orfotépicamente en ratones NMRI atimicos a la radioterapia por cnhcuerpos
monoclonales anfi-EGFR. ‘

Figura 8: Andiisis inmunohistoguimico de ia expresion de CD31 en los fumores
humanos de U87MG xenotrasplantados en ratones NMRI atimicos trc’fodos con
Nimotuzumab {h-R3}, Cetuximab {C225}, radioterapia {RT}, szo’fuzumcb mads
radioterapia {h-R3 + RT), C225 mds radioterapia {C225 + RT), 0 PBS. E

Figura 9: Andlisis inmunohistoquimico de la expresién de CD133 en Ios tumores
humanos de US7MG xenofrasplantados en ratones NMRI atimicos ’rro’rodos con
Nimotuzumab {h-R3}. radioterapia (RT}, N‘mothumob mas radtofercpla (h-R3 +
RT), o PBS. ;

1
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Figura 10: Efecto antifumoral de la combinacién del Anticuerpo monoclonal
hR3 (Nimotuzumab) y Carboplatino a bajas dosis. Animales atimicos| retados
con un tumor de origen humano clasificado como NSCLC, fueron fratados con
3 dosis diarias de 50 mg/Kg del anticuerpo hR3 y una dosis se.mlanal de

Carboplatino a 50 mg/Kg durante 6 semanas. En la grdfica se representa el '

volumen tumoral relativo con el error estandar de la media.
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10.

Reivindicaciones

. Un inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidémmico (EGFR)

caracterizado porque dicho inhibidor reconoce al EGFR por los dominios
1 o il de la regién extracelular inhibiendo la unidn de los hgondos
mitogénicos, adicionalmente permile que el dominio Il de kn regiéon
exiracelular del receptor forme homodimeros que activen la
autofosforilacion de modo tal que dicho inhibidor fiene una dctividad
citostdtica sobre células que expresan el receptor.

El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico {EGFR)
segin la reivindicacion 1, caracterizado porque reconoce al EGFR por
el domino 1 de la regién exiracelular.

El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico {EGFR)
segun la reivindicacion 1, caracterizado porque reconoce al EGFR por
el domino lll de la region exiracelular. .

El inhibidor del recepior del Factor de Crecimienio Eplderm|co (EGFR)
segin la reivindicacion 1 caracterizado porque dicho inhibidor es un
anficuerpo monoclonal o sus fragmentos contra el receptor del EGFR.

. El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmicb (EGFR)

segun la reivindicacién 4 caracterizado porque dicho inhibidor es un
anticuerpo monoclonal humanizado © sus fragmentos con’rra el
receptor del EGFR.

El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmicb (EGFR)
segin la reivindicacién 5, caracterizado porque dicho inhibidor es al

anticuerpo humanizado hR3 producido por el hibridoma secr|e’ror con

numero de Deposito ECACC 951110101, o sus fragmentos con la misma
actividad biolégica que el anticuerpo original.

La linea celular secretora del anticuerpo de la reivindicacion 4.
La linea celular secretora del anticuerpo de la reivindicacion 6 con
numero de Deposito ECACC 951110101.
Una composicion farmacéutica Util para el tratamiento de los| tumores
malignos que expresan EGFR caracterizada porque comernde al
menos uno de los inhibidores de las reivindicaciones 1 a 3, y que
adicionalmente puede contener excipientes y/o adyuvantes y/o ofros
ingredientes farmacéuticamente activos.
Una composicién famacéutica Glit para el fratamiento de los tumores
malignos que expresan EGFR caracterzada porque comprende al
menos uno de los anticuerpos o fragmentos del anticuerpo de las

reivindicaciones 4 a &, y que adicionalmente puede contener
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1.

12.

13.
14.
18.
16.
17.
18.

19.

excipientes y/o adyuvantes y/o otfros ingredientes farmccéutidomente
activos. '

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 10, carqcfenzadc
porque comprende el anticuerpo humanizado o los fragmem‘os del
an’ncuerpo producido por el hibridoma secretor con numero de
Deposito ECACC 951110101, o alguna de sus variantes o fragmentos
con la misma actividad biolégica que el anticuerpo original.

Una composicidn farmacéutica, caracterizada porque comprende &l
anticuerpo  humanizado o los fragmentos del anficuerpo de la
reivindicacion 6.
Uso del inhibidor de la reivindicacién 1 para la ferapia de tumores
malignos.
Uso del inhibidor de la reivindicacién 1 en combinac én con
radioterapia para el fratamiento de fumores malignos. ,
Uso del inhibidor de la reivindicacion 1 en combmacson con
quimioterapia para €l frafamiento de fumores malignos.

Uso del anticuerpo de la reivindicacion 6 para la terapia de’ tumores
malignos.
Uso del anficuerpo de la reivindicacién é en combinacidén con
radioterapia para el fratamiento de fumores malignos.
Uso del inhibidor de la reivindicacién 6 en combinacién con
quimioterdpia para el tratamiento de tumores malignos.
Un método para la seleccién de los inhibidores de ia reivindicacién 1.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ CU 2005/000004

A. CLASIFICACI(')I\{ DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin 1a clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA ¢

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

CO7K, A61K, A61P

comprendidos por la biisqueda

Otra documentacién consultada, ademis de 1a docomentacién minima, en 1a medida en que tales documentos formen parte de los sectores

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, TXTE, XPESP, BIOSIS, MEDLINE, NPL, EMBASE

v, si es posible, términos de

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*® Documentos citados, von indicacidn, si procede, de las partes relevantes
2 P

Relevante para las
reivindicaciones N°

X US 2002/0065398 Al (Del Rio et al.) 30.05.2002,
pérrafos [1-35]; pdrrafos [47-75]; parrafos [136-
1371; reivindicaciones 1,9-12; reivindicaciones
115-24;

X TheraCIM. h-R3. Drugs of the Future. 2003, Vol.
28, N° 9, paginas 847-853. CCC: 0377-8282/2003
(todo el documento).

X Crombet-Ramos T. et al. Antiproliferative,

: antiangiogenic and proapoptotic activity of h-R3:
a humanized anti-EGFR antibody. Int. J. Cancer.
2002, Vol. 101, pdginas 567-575. DOL 10.1002/
i}c. 10647 (todo el documento).

X WO 2008/037225 A1 (CENTRO DE INMUNOLOGIA
MOLECULAR) 03.04.2008, (todo €l documento).

6,8,10,11y 16

6,8,10,11y 16

6,8,10,11y 16

6,8,10,11, 16 y
18 |

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros docomentos B 1os documentos de famitias de patentes se indican enel

Anexo
*  Categorias especiales de documentos citados: “T”  documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A” documento que define ¢l estado peneral de 1a técnica no considerado presentacién intemmacional o de |prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E” solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de -compr?sién del principio o teotia que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. inveacion.

“L” documento que puede plantear dudas sobre uma reivindicacion de ;4 documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no

. prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse aueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como Ia indicada). por referencia al documento ais te considerado.

“0” documento que se refiere a una divulgacin oral, a una utilizacién, a “Y”  documento patticularmente relevante; 1a invencion reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique Im actividad inventiva cuando el
documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia 2 ofro u otros documentos de la misma
pero con posterioridad a 1a fecha de prioridad reivindicada. ;afmm:% cuya combinacién restila evidente para un experto en

na. i
“&”  documento que forma partede la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informé de biisqueda internacional
30 Septiembre 2009 (30.09.2009) 09 de OCTUBRE de 2009 (09/10/2009)

Nombre y direccion postal de 1a Administracion encargada de la
bisqueda internacional

OEPM.

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espafia.
N° de fax 34 91 3495304

Funcionario autorizado |

M. Cumbreﬁ'o Galindo

N° de teléfono +34 91 349 68 80

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2008}
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Recuadroll  Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto dé biisqueda (continuacién

del punto 2 de Ia primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segin
siguientes motivos:

1. [ Las reivindicaciones N*:

el Articulo 17.2.a) por los

se refieren a un objeto con respecto al cnal esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones N*: 1-5, 7,9, 12-15 y 19 y a las reivindicaciones 6, 10 y 11 (parci
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecido
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

ialmente)
, de tal modo que no pueda

El objeto de las reivindicaciones 1-5, 7,9, 12-15 y 19 no alcanza a cumplir los requisitos de clanfiad y concisién del
Articulo 6 del PCT hasta tal extremo que una bisqueda significativa, basada en esas reivindicaciones, resulta imposible.

Las reivindicaciones 6, 10y 11 {parciaimente) no son lo suficientemente claras y concisas como se exige en el Articulo

6 del PCT. Una de las razones es que incluyen numerosas frases y t€rminos confusos.

3. [  Las reivindicaciones N°:
son reivindicaciones dependientes y no estin redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y

tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro Il  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de 1a primera hoja)

La Administracién encargada de la biisqueda internacional ha detectade varias invenciones en la presente solic

citud internacional, a saber:

1. O pado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicactones que pueden ser objeto de bisqueda podrian serlo sin realizar un
adicionales, esta Administracién no requirié €l pago de tasas adicionales.

esfuerzo que justifique tasas

3. D Dado que tan s6lo una parte de 1as tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido

satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N

4. D Ninguna de 1as tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por €l solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,

cubierta por las reivindicaciones N>

Indicacion en cuanto a 1a protesta D Se acompafio a las tasas adicionales la protesta del solicitante y,
elpago de una tasa de protesta.

€0 St ¢aso,

Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta

aplicable no se pago en el plazo establecidopara ello.

El pago de las tasas adicionales oo ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 {continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2008)

46



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

s

PCT/CU

!
|
1
]
|

Solicitud internacional N°

I

C (continuacién).

DOCUMENTQOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, con indicaci6n, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones N°

X

Soriano J. et al. Phase I clinical study of the
'humanized monoclonal anti-epidermal growth

factor receptor (EGFR) antibody (Nimotuzumab) in
combination with chemotherapy in patients with
locally-advanced breast cancer. Preliminary

{ resuits. European Journal of Cancer. Supplement.

01.09.2007, Vol. 5, N° 4, paginas 116-117. ISSN
1359-6349 (todo el documento).

Crombet T. et al. Use of the humanized anti-
epidermal growth factor receptor monoclonal
antibody h-R3 in combination with radiotherapy
in the treatment of locally advanced head and
neck cancer patients. Journal of Clinical
Oncology. 01.05.2004, Vol. 22, N° 9, paginas
1646-1654 (todo el documento).

Crombet T. et al. Treatment of high-grade glioma patients
with the humanized anti-epidermal growth factor receptor
(EGFR) antibody h-R3. Cancer Biology and Therapy. 04.2006,
Vol. 5, N® 4, piginas 375-379 (todo el documento).
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INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO {(EGFR) CON ACCION CITOSTATICA Y su's USOS EN LA
TERAPIA DE TUMORES

Campo de la técnica:

La presente invencion se relaciona con el campo de la biotecnologia,

i

particularmente con la salud humana. Y mas particulan;r'nente con nuevos
anticuerpos que reconocen ef dominio extracelular del receptor del factor de
crecimiento Epidérmico (EGF-R) y que bloquean la unién del ligando natural pero

sin inhibir completamente la dimerizacién de esta molécula.

Estado de la técnica anterior:
Los avances en el conocimiento de la biologia de los tumores y los mecanismos
de la oncogénesis han permitido identificar diferentes blancos para la terapia del
cancer, particularménte el cancer de pulmén, que se sabe es/una de las primeras
causas de muerte tanto de mujeres como de hombres. Entl:re estos blancos, el

receptor del Factor de Crecimiento Epidémmico (EGFR), o HER 1 ha recibido

particular atencién para el tratamiento del cancer de pulmén. El EGFR es un
receptor transmembranario que se encuentra fundamentaerente en células de
origen epitelial. La autofosforilacién de su dominio intracelular desencadena o
inicia una cascada de eventos que conducen a la proliferacion celular. El EGFR es
comunmente expresado a altos niveles en una variedad de tumores solidos y para
estos, se ha evidenciado que el EGFR esta involucrado ien el control de la
supervivencia de las células, la proliferacion, metastasis y angiogénisis.

La principal estrategia en el desarrolio de armas terapéuticas basadas en la
inhibicién del EGFR han sido los anticuerpos monoclonales que sean antagonistas

|

de los ligandos naturales del receptor, asi como pequefias moléculas que inhiben

la actividad tirosina quinasa del dominio intracelular.
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Especificamente contra el HER1 o EGFR existen actuaimente varios anticuerpos

. P . - - - |
cuya eficacia terapéutica esta siendo evaluada en la clinica. Algunos de ellos son

los anticuerpos Cetuximab, Panitumumab y Matuzumab entre ci)tros.

Cetuximab ( Erbitux), es un anticuerpo monocional quimérico que reconpce

especificamente el dominio extracelular del EGFR y que ha s|-ido aprobado por la
FDA para cancer colo-rectal y tumores avanzados de cabeza y cuello. Resultados
experimentales han demostrado que el Cetuximab es un potente inhibidor de la

proliferacién de las células A431 derivadas de un carcinoma epidermoide, tanto in

vitro como en tumores trasplantados en ratones atimicos. Tambien se ha

demostrado que tienen un efecto sinérgico importante cuandci) se combinan tanto
con drogas citotoxicas como con radioterapia. Estos resultados han servido de
base a la realizacién de ensayos clinicos Los resultados de los Ensayos Clinicos
Fase 1l han demostrado que el Cetuximab tanto solo como combinado con
irinotecan and oxaliplatin tiene un efecto como terapia de primera linea para
pacientes avanzados con cancer colo-rectal metastasico, habiéndose reportado un

incremento absoluto de entre el 10 y el 20% de respuesta.| Ofro ensayo clinico

Internacional Multicéntrico que incluyd 424 pacientes con enfermedad loco
regional en estado avanzado, la combinacion de Cetuxirﬂab con radioterapia
practicamente doblo el tiempo de sobrevida de los pacientes lde 28 a 54 meses. A
la vez esta combinacién incremento el tiempo de sobrevida de los pacientes
después de dos y tres afios bajo tratamiento desde 55 y 44% respectivamente
para los pacientes que recibieron radioterapia solamente hgsta 62 y 57% para
aquellos que recibieron la combinacion. En general los resultados han mostrado
gque el uso del Cetuximab tanto cuando se administra COmo mono terapia o en
combinacioén con drogas citotoxicas o con radioterapia son ‘aitamente eficientes.
Sin embargo, también sé ha observado un significativo incremento de la toxicidad

|
inducida por las terapias convencionales.
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El Panitumumab que es un anticuerpo completamente humaniizado que reconoce
el EGFR y es otro anticuerpo monoclonal terapéutico aprob\ado por la FDA en
2006 como monoterapia para cancer colo-rectal metastasico con progresion de la
enfermedad después de ser sometidos a régimeﬁ de quimicterapia. Los resultados
del tratamiento con Panitumumab son basicamente similares a los obtenidos con

Cetuximab, al igual que las reacciones adversas.

Se ha evaluado el efecto en la clinica de muchos antagonistas del EGFR,

~incluyendo diversos anticuerpos monocionales. Sin embargo fa respuesta objetiva

obtenida con la mayoria de estas drogas anti-EGFR ha sido dp corta duracién y la
toxicidad comin ha sido una severa erupcion cutanea quei en muchos casos

conlleva a la interrupcién del tratamiento.

Hasta el momento actual los diferentes ensayos en los que se evaluan drogas
relacionadas con el EGFR han arrojado que existe una fueml asociacion entre la
séveridad de la erupcion cutanea y la respuesta del tumor, lo cual sugiere que la
aparicidbn de la erupcion sirve como un marcador predictiEo de la respuesta

antitumoral de los agentes que tienen como blanco el EGFR. En otras palabras, la

respuesta de los tumores esta asociada al efecto de la droga sobre otros tejidos
sanos no relacionados con el tumor, como puede ser 1a piel |{Peedicayil J. y col,,
en Correspondence 2004, doi: 10.016).

Gridelli C. y col., en Results of an Experts Panel Meeting, Crit. Rev.

Oncol/Hematol. 2007, doi: 10.1016, hace una revisidn de los resultados de |

diversos ensayos clinicos en los que se encuentra una relacion positiva entre la
erupcion cutanea y la respuesta al tratamiento y/o la sobrevida de los pacientes.
En el articulo se concluye que cada vez con mas fuerza se !oonsidera la reaccion
cutdnea como un marcador indirecto de que realmente ei] EGFR esta siendo
bloqueado por las drogas; por lo que hay casi un consenso éntre los expertos de

que la erupcién cutdnea es un importante marcador clinico subrogado de la
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actividad anti tumoral o de eficacia terapéutica y se sugiere que la reaccion

cutdnea podria servir para identificar el grupo de pacientes que mas se

beneficiarian con el tratamiento.
Sin embargo, resultados de ensayos clinicos utilizando el ami.iwerpo monoclonal
anti-EGFR, hR3 (EP 0712863B1 y US 5,891,996), mostraron que el anticuerpo es
bien tolerado por los pacientes. La erupcién cutanea, que ha sido detectada en el
80% de los pacientes tratado con ofras drogas bloqueadoras del EGFR (Perez-
Soler y col en Oncologist 2005; 10: 345-56 y Thomas y colien Clin J. Oncol N
2005; 9: 332-8) no aparece en los pacientes sometidos a dosil*s repetitivas de hR3
(Crombet y col. en Cancer Biology & Therapy 5;4, 375-379, 2006).

A pesar del consenso que existe en el estado del arte sobre la asociacion directa

entre la erupcién cutanea y el bloqueo del EGFR, los autores de la presente

invencién consideran que la erupcion cutanea es una desventaja asociada a la
droga y no al blanco de ahi la necesidad de continuar explorando nuevos agentes

anti-EGFR.

Memoria descriptiva:
La presente invencion se relaciona con los inhibidores del re;ceptor de Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR) con actividad citostatica y| no citotdxica sobre

células que expresan dicho receptor.

Debe entenderse por agente Citostatico cualquier age_nte que inhibe la
proliferaciéon celular deteniendo las células en una fase del c|icio celular; mientras
que agente Citotdxico: es todo agente que induce muerte celular.

Sorprendentemente, los autores de la presente invencion han descubierto que
entre los inhibidores del EGFR, o lo que es igual, aquellas moléculas que en su
interaccion con el receptor inhiben la sefial mitogénica inducida por los ligandos

!

naturales, hay un grupo que por el sitio en que reconocen al receptor, permiten un
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equilibrio fisiolégico entre las conformaciones activa e inactiva del receptor y por

tanto mantienen un nivel basal de autcfosforilacion del receptor. Este nivel basal
de autofosforilacion del receptor hace’ que las células que i'o expresan queden
arrestadas en una fase del ciclo celular. La aplicacién clinica ciie este resultado es
gue permite el disefio de drogas antitumorales que mas que fnducir la muerte de

las células tumcrales ejerzan un control bioloégico sobre €l crelacimiento del tumor.

Adicionalmente, este tipo de droga antitumoral tiene la ventaja: que no provoca los
serios efectos adversos, como [a erupcién cutanea, que se ha reportado
previamente para los inhibidores del EGFR que tienen efecto citotoxico sobre los
tumores.
Los inhibidores del EGFR con actividad citostatica descritos en la presente
invencién se podrian caracterizar porque reconocen al EGFR | por los dominios | o

11l de la regién extracelular, preferiblemente por dominio Ill, € inhiben la unién del

ligando natural y por tanto la sefial mitogénica; aquellas moléculas que reconocen
al receptor por estos dominios pero que al mismo tiempo de;gn libre el dominio Il
de la region extracelular del receptor de forma tal que este forme homodimeros
que activen ia fosforilacion de la regidn intracelular de ;:lichos| receptores, resultan
moléculas con actividad citostatica sobre células que expre;san el EGFR y por
tanto potenciales agentes terapéuticos para tumores que expresan este receptor
de membrana. 1
Los autores de la presente invencion también han descubierto que la terapia de

tumores malignos con estas moléculas, preferiblemente anticuerpos

monoclonales, que inhiben la sefial mitogénica del EGF pero que no impiden un

nivel basal de autofosforilacion tienen un efecto cistostatico|sobre el crecimiento
tumoral.
Las armas terapéuticas actuales que tienen como blanco el gG,FR, tanto aquellas

que resultan antagonistas de los ligandos mitogénicos, como las pequenas
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moléculas inhibidoras de la autofosforilacion del receptor fienen una utilidad
limitada por los efectos adversos que obliga en muchos casos a suspender el
tratamiento. Los autores de la presente invencion han éncontrado moléculas que
teniendo como blanco terapéutico el EGFR pueden simultaneamente inhibir el
crecimiento tumoral sin producir los severos efectos adversos| descritos para los
inhibidores de la autofosforilacion del EGFR existentes hasta el momento. EI
hallazgo de la presente invencién se basa en inhibir la actividad mitogénica
inducida por los ligandos naturales del EGFR sin inhibir .completamente la
autofosforilacion del EGFR. Ha sido descrito previamente |[que el EGFR se
encuentra en equilibrio en la membrana entre sus formas activa e inactiva. Cuando
esta en forma activa, el dominio Il de la region extracelular interactia con el mismo
dominio de otras moléculas formando homodimeros ;y activando la

autofosforilacion del dominio intracelular, esta fosforilacion |desencadena una

cascada de eventos vitales para las células. Se ha calculado que en ausencia de
ligandos mitogénicos, entre 5 y el 10% de los receptores se encuentran en forma
activa y por tanto fosforilados, este nivel de fosforilacion aunqule no es mitogénico
permite la supervivencia de las células. Segun los autores de la presente
invencion, utilizar drogas que inhiban completamente la autofosforilacion del
receptor provocaria la muerte celular masiva, tanto las células tumorales como
tejidos normales sufriran esta deprivacién y de ahi los efectos|adversos severos.

Sin embargo con el empleo de los inhibidores que son objeto de la presente

invencion, se logra inhibir la actividad mitogénica sobre el crecimiento de los
tumores pero se mantiene la fosforilacion basal que permite lg supervivencia de
las células. El primer tipo de droga provocara un efecto citoté)dloo con regresiones
tumorales impresionantes pero se le asocian efectos adversos |severos y recaidas
tempranas. Las drogas cbjeto de la presente invencién, mas que una muerte

celular masiva con regresiones espectaculares provocaran estabilizaciones de la

S§



10

15

20

25

enfermedad por efecto oitostétibo sobre los tumores sin grandes efectos adversos
sobre tejidos normales.
Adicionalimente, los autores de la presente invencién también han encontrado que
estos inhibidores de EGFR con actividad citostatica mantienen las propiedades
como radio y quimio sensibilizadores descritas previamente para los inhibidores
del EGFR con actividad citotOxica.
Basados en los hallazgos experimentales, los autores de la presente invencion
reclaman moléculas que tienen como blanco el EGFR y cuya actividad es el
control bioldgico del crecimiento de los tumores. Tanto cuando son administrados
como monoterapia como cuando se usan en combinacion con quimio o radio
terapia.
Por tanto son objeto de la presente invencion aquelios ligandos del EGFR,
naturales o sintéticos, preferiblemente naturales y mas preferiblemente
anticuerpos monoclonales, antagonistas del EGF que inhiben la unioén del EGF al

dominio extracelular del receptor pero que no interfieren en la dimerizacion del

receptor y por tanto no afectan el nivel basal de autofosforilaciérix.
Es también objeto de la presente invencion un método para el tratamiento de un
paciente de cancer, que comprende la administracion de una composicion
farmacéutica que contiene el ligando del EGFR, preferiblemente un anticuerpo
monoclonal, antagonista del EGF pero que no inhibe la autofosforilacion basal del
receptor.
También forma parte del objeto de Ia presente invencion un método para el disefio

y la seleccion de los ligandos, preferiblemente los anticuerpos monoclonales con

accion citostatica sobre el crecimiento de los tumores malignos.!

Descripcion detallada de la invencion:
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observé como la sefal dada por el Fab-hR3 biotinilado, al ser revelado con
esreptavidina conjugada a fosfatasa, disminuia.
También se realizaron ensayos de competencia utilizando el FACS sobre células
A431, que se conoce que sobre expresan el EGFR. Aqui se hicieron diluciones de
hR3/Cetuximab similares a las descritas anteriormente y se confirmé que el
anticuerpo hR3 compite con el Cetuximab por 1a union al receptor de EGF.

Los resultados obtenidos tanto por ELISA como por FACS indican que los
epitopos reconocidos por ambos anticuerpos estan muy cercanos y no es posible
que ambos se unan simultaneamente al receptor. Basandose en estos resuitados
y conociendo del arte previo que Cetuximab se une al EGFR por el dominio lll de
la regién extracelular def receptor, es posible asumir que el hR3 se une al EGFR

por el mismo Dominio que el Cetuximab.

Ejemplo 3: Modelo del complejo anticuerpo-receptor.
El modelo del complejo entre hR3 y el EGFR se predijo mediante calculos “in
silico”. Para esto se usaron, de forma secuencial, el programa RosettaDock, para
la prediccion del acoplamiento de ambas proteinas y Posteriormente se uso el
programa NAMD para relajar la estructura del complejo dentro de una caja de
agua.
El resultado de este modelo se observa en la Figura 1. El panet A) muestra una
vista general del modelo con el EGFR en su conformacion de baja afinidad de
unién al ligando (inactiva). En el panel B) se observa igualmente una vista general
del modelo pero en este caso el EGFR esta en su conformacion de alta afinidad
por el ligando (activa). De esta figura se observa que segun nuestro modelo hR3
es capaz de unirse al EGFR sin inhibir el cambio de co.ﬁfonnacién que este
necesita para la dimerizacion y la posterior seﬁaiizacién. El panel C) muestra un

acercamiento a las interacciones moleculares entre €l hR3 y el EGFR.
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En la Figura 2A se muestra como, segun nuestro modelo, inhibe la union del

Cetuximab. Mientras en la Figura 2B, se muestra como el anﬁcx?erpo hR3 bloquea

la unién det ligando EGF a su receptor el EGFR. .

Ejemplo 4: Modelo teérico de un fragmento Fv de un mﬁc?emo que se une
al dominio 1 del EGFR. E! modelo se obtuvo por la misma n?aetodologia que el
modelo del ejemplo 3. El anticuerpo unido permite que el rfeceptor adopte la
conformacién activa donde los dominios | y Il estan proximos uEno al otro. El EGF
(Figura 3, en rojo, representado en modelo de Dreiding), en ;cambio, no puede
colocarse en su sitio de union debido a impedimentos estériocf;s causados por el
anticuerpo (el solapamiento de ambas estructuras es c!aram'ente visible en la
Figura 3. La estructura del EGFR en complejo con el EGF fue tomada del fichero
con codigo 1ivo del Protein Data Bank. El fragmento Fv de anticuerpo fue

construido por modelacion computacional.

Ejemplo 5: Efecto citotéxico de los anticuerpos monocionales anti-EGFR

sobre las células tumorales A431 y H125.

Las células A431 y H125 (2 x 10°) se sembraron en placas de 24 pozos usando
medio DMEN:F12 al 10% SFT. Doce horas después las células se tratan con los
anticuerpos monoclonales Cetuximab (7-175 nM) o Nimotuzumab (70-1750 nM) en
medio. DMEN:F12 con 1% de SFT y EGF humano (500 pg/mi) y se incubaron 48
horas. Este tratamiento se repitid0 durante otras 48 horas. Ll muerte celular se
analizé después de 96 horas de tratamiento mediante citometria de flujo utilizando
un marcaje con ioduro de propidio (10 pg/ml). Las células no tratadas se
incluyeron como control de minima muerte. En ias dos lineas celulares analizadas,
el Cetuximab induce mayor porcentaje de células muertas a todas las

concentraciones ensayadas que el anticuerpo Nimotuzumab (Figura 4). Es de
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resaltar que este resultado se obtiene aun cuando el Nimotuzumab es usado 10X

de concentracién con respecto al Cetuximab, para independizar las diferencias en

efecto citotdxico de las diferencias en afinidad de ambos anticuérpos.

Ejemplo 6: Efecto citotoxico versus citostatico de [los anticuerpos
monoclonales anti-EGFR sobre las células tumorales A431 y H125.

Las células A431 y H125 (0.25 x 10°%) se sembraron en placas de 6 pozos usando

medio DMEN:F12 al 10% SFT. Doce horas después las céhjlés se tratan con los
anticuerpos monoclonales Cetuximab o Nimotuzumab (7-1750 nM) o con el

AG1478 (inhibidor tirosina cinasa del EGFR) a10 uM en medio DMEN:F1 2con1%

de SFT y EGF humano (500 pg/ml) y se incubaron 48 horas. Fste tratamiento se
repitid durante otras 4:8 horas. Para analizar ei ciclo celuiar y !]l'-‘\ fragmentacion del
ADN (marcador de apoptosis tardia) en estas lineas después de las 96 horas de
tratamiento, las células se fijaron con una mezcla de metanol:acetona (4:1)a4°Cy
se marcaron incubando con ioduro de propidio (400 ug/mi)y lRNAsa (100 pg/ml).
Ambos andlisis se realizaron en un citébmetro de flujo, coiectar{do como minimo 20

000 eventos y los datos se procesaron usando los programas WinMDI 2.8 y

ModFit3.0.

Como se puede observar en las Figura 5, tanto en las células A431 (A) como en
las H125 (B) ambos anticuerpos monocionales (Cetuximab: 175 nM,
Nimotuzumab: 1750 nM) inducen un similar incremento en la fraccion de las
células en la fase GO-G1 con la correspondiente disminucién de las células en las

fases G2-M y S al compararse con las células sin tratamiento. Este efecto fue

comparable al obtenido con el AG1478 usado como control positivo de detencion
del ciclo celular. En las tablas 1 {A431) y 2 (H125) se muestran los porcentajes de
células en las diferentes fases del ciclo para un amplio rango de concentraciones

de Nimotuzumab y Cetuximab que se empiearon para hacer el experimento.
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Sin embargo, cuando se analiza la capacidad de estos antiéuerpos de inducir
apoptosis sobre estas células, se observa que aun cuando ambos son capaces de
tener un semejante efecto anti-proliferativo sobre las células) A431 y H125, el
Cetuximab induce a todas las concentraciones empleadas un m:ayor porcentaje de

5  células apoptéticas que el Nimotuzumab (Figura 5, Tabla 2, Tabla 3).

Fases del ciclo Sin . tuximab {nhi}
celular (%) tratamiento 7 35 70 ] 140 175
G /Gy 4621 S657 S508 5215 5487 70.89
GZ/M 889 - 8.01 8.04 7.46 609 5.03
S 4490 3542 | 3388 1 3035 29.04 24.08
Células 3.50 | 396 10.78 19.67 25.45 31.19
apoptéticas{%) 1
Fases del ciclo AGLETS | Mimotuzumab {np)
cefular (%) 10um 70 356 700 1400 1750
G,/Gy 79.82 5608 | 5898 6032 64.68 70.01
G2/M 3.11 8.12 787 7.98 6.21 5.12
S 1706 i 3508 | 3317 | 317 { 2911 24 87
Células 4275 362 3498 | 4407 4,65 5.50
apoptoticas{%} :

Tabla 2. Distribucion del ciclo celular y porcentaje de células apoptéticas de la

linea A431 tratada con diferentes concentraciones de Cetuximab y Nimotuzumab.

Fases del Sin ] Cetuximab {nth) E
ciclo celular tratamiento 7 35 70 140 175
(%)
G,/Gy 50.68 51.41 §5.22 57.6% 6059 69.46
Q2/m 10.25 10.02 ] 9.56 9.34 9.22 9.05
5 a3067 3857 i1 3522 33,27 30.09 21.54
Céhulas ] 7.18 1035 § 1882 20.15 23.59 25,48
apoptéticas
{%)
10
Faese del AG1478 | Nimotuzumab (nii}
ciclo celular 10 s
: 70 350 700 1400 1750
{96} ‘
G,/Gy 7455 53.88 i 54562 5552 58.34 68.55
G2/M 3.79 ! 11.45 989 9.68 “ 9.46 ] 9.28
5 1666 34.66 3548 | 3480 32.20 22.17
Células 31.67 724 ] 330 10.63 11.40 i3.67
apoptdticas
{46}

Tabla 3. Distribucién del ciclo celular y porcentaje de células apoptoéticas de la

linea H125 tratada con diferentes concentraciones de Cetuximab y Nimotuzumab.
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Ejemplo 7: Actividad antitumoral en ratones atimicos xenothplantados.

Los animales utilizados para la experimentacion fueron ratones latimicos NMRI (8-
10 semanas) los cuales se obtuvieron de Charles River (Sulzfeld, Alemania). Los
animales se mantuvieron en condiciones asépticas en un animalario aprobado en

el cuidado de animales de laboratorio y acorde a las regulaciones y normas

vigentes, y su uso fue aprobado por las autoridades respcnsables locales.

Para producir fos tumores, las células se tomaron de cultivos subconfluentes por
tratamiento con tripsina 0.25% y EDTA 0.05%. La trypsinisacion se detuvo con
medié al 10% de suero fetal de ternera. Para la inoculacion [solo se emplearon
aquellas suspensiones celulares con una viabilidad mayor del 80%. Se inocularon
8 animales por grupo con 107 células de la linea US7MG por via subcutanea en el
flanco izquierdo y con 2x10* US7MG por via intracraneal en el hemisferio derecho
del cerebro de los ratones con la ayuda de un dispositivo estereotactico. Ei pesc

corporal de los ratones se monitore$ durante toda la experimentacion. La talla de

los tumores subcutaneos se midié tres veces por semana y el 'voiumen tumoral se
determindé mediante la férmula: 0.5 x (didmetro mayor) x (dié||metro menor)>. Los
indices de volumen tumoral relativos (RTV) se caicu‘larcim referidos a los
volumenes medios de cada dia respecto a la primera medicion (ajustado a 1). Los
animales se sacrificaron cuando el peso de los tumores excedio el 10% del peso
total de los animales. La talla de los tumores intracraneales también se determiné.
Para ese propdsito se extrajeron los cerebros completos de flos animales y se
congelaron en 2-metil butano. Se realizaron cortes en criostato (10pm) y se
tomaron secciones consecutivas y se tifieron con violeta cresil. Se determinaron
los diametros mayores de los tumores y los perimetros con la ayuda de un

|

microscopio (Zeiss Axioskop), y se calcularon los volumenes tumorales. Los

tumores subcutaneos se congelaron y se almacenaron alt -80°C para otros

t
analisis. Los diferentes tratamientos se iniciaron tres dias después de inoculados
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los tumores. Los animales se trataron tres veces por semana con los anticuerpos
monoclonales Nimotuzumab o Cetuximab con 50 mg/kg/dosis mediante
administracién intraperitoneal. En los grupos que recibieron irradiacion, los

animales se expusieron a una dosis total de 3.0 Gy de irradiacion de cuerpo

completo {TBi), fraccionado en 1.0 Gy semanal durante tres semanas
comenzando 72 horas despues de la inoculacién de los tur‘nores. Ademas se
trataron grupos de animales con la combinacién de los ahticuerpos mas la
radioterapia. En estos grupos ios anticuerpos se administraron 6 horas antes de la
terapia de radiacion. En el experimento se incluyé un grupo adicional de 10
animales que recibid solucion salina en lugar de anticuerpos y se tomd como
control. Figura 6 muestra la sensibilizacion de la linea tumoral humana U87MG
xenotrasplantada por via subcutanea en ratones NMRI atimicos por anticuerpos
monoclonales anti-EGFR. Los anticuerpos se administraron por via intraperitoneal
a 50 mg/kg/dosis tres veces por semana durante tres semanas. Los animales
tratados con radioterapia recibieron una dosis total de 3 Gy fraccionada en 1 Gy
seminal durante tres semanas. En la figura se muestran las administraciones de
los anticuerpos en flechas negras continuas y ia radiacién en flechas fraccionadas.
Los volumenes tumorales se determinaron en los tiempos indicados. La adicion de
los anticuerpos a la radioterapia retardd significativamente (p<0.05) el crecimiento
de los tumores en los ratones respecto a los grupos de animales tratados con

radioterapia o no tratados. La adicién del Nimotuzumab a la radioterapia también

retardd significativamente el crecimiento de los tumores respecto al grupo tratado
con el anticuerpo solamente. Prueba estadistica de Mann-Whitney; los simbolos
indican diferencias estadisticas respecto a (*) PBS, (+) |anticuerpo solo, (°)
radioterapia.
Figura 7 muestra la sensibilizacion de la linea tumoré! humana U87MG

xenotrasplantada ortotopicamente en ratones NMRI atimicos| a ia radioterapia por
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anticuerpos monocionales anti-EGFR. Todos los tratamientos‘ comenzaron tres
dias después de la inoculacién de los tumores con Nimotuzumab, Cetuximab,
radioterapia, Nimotuzumab més radioterapia, Cetuximab mas radioterapia o PBS.
Los anticuerpos se administraron por via intraperitoneal a 50 mgf/kg/dosis tres
veces por semana durante fres semanas. Los animales tratados con radioterapia
recibieron una dosis total de 3 Gy fraccionada en 1 Gy serininal durante tres
semanas. Las secciones de cerebro analizadas en los grupos|que recibieron los
ahtiwerpos mas la radioterapia mostraron una reduccién significativa {p<0.05) en
el tamafio de los tumores. La adicion del Nimotuzumab a la radioterapia disminuyé
significativamente (p<0.05) el tamafio de los tumores respecto a la radioterapia
sola. Prueba estadistica de Mann-Whitney; los simbolos indican diferencias

significativas respecto a: (*) PBS, (+) radioterapia.

Angiogenesis (CD31/PECAM-1). Las muestras de tumores se descongelaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se fijaron en para-formaldehido 3.7%
durante 15 minutos. Seguidamente se bloqued ia peroxida;sa endogena con
peréxido de hidrogeno 0.03% (DAKO Corporation, Carpinteria, CA) durante 15

minutos y se incubaron con el anticuerpo primario anti CD31/PECAM-1 -a

temperatura ambiente por 2 horas a una dilucion de 1:100 en medio diluente de
anticuerpo (DAKO Corporation, Carpinteria, CA). Después de i‘avar, se incubd con
el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a peroxiﬂasa a temperatura
ambiente durante 30 minutos para detectar la reaccién antigeno-anticuerpo.
Finalmente se visualizaron las secciones con el cromégeno DAB (DAKO
Corporation, Carpinteria, CA), se montaron las laminas y se analizd Ia tincién con
CD31. Las secciones tumorales representativas se visuaiizarqn en un Microscopio

de luz (Zeiss, Axioskop) con una magnificacion ocular de X40. Se estimé el area

de los micro-vasos sanguineos endoteliales presentes en los tumores de 5




10

15

20

25

20

campos microscopicos en cada tumor, y se promedio el valor medio en cada caso.
El area total de los vésos evaluados se calculd empleando el programa Axio Vision
4.5 (Zeiss). El tratamiento con Nimotuzumab estuvo asociado |a una significativa
reduccion (p<0.01) en el area de los vasos de los animales tratados (Figura 8).

CD133. Para la determinacion de la expresion de CD133 fas muestras tumorales

se fijaron en acetona durante 15 minutos a temperatura ambiepte. Seguidamente
se blogued la peroxidasa endégena sumergiendo las muestras en peroxido de
hidrégveno 0.03% ‘(DAKO Corporation, Carpinteria CA) durante 30 minutos y se
bloquearon las uniones inespecificas con suero fetal de ternera al 20% durante 20
minutos a temperatura ambiente. Después de esto se incubaron las muestras con
el anticuerpo primario anti-CD133/1 AC133 (Miltenyi Biotec) durante 1 hora a
temperatura ambiente a una dilucion de trabajo de 1:10en diluiente de anticuerpo.
Posteriormente se lavaron las muestras y se incubaron |con estreptavidina
conjugada a peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se
visualizaron las secciones con el cromégeno DAB (DAKO Corporation, Carpinteria,
CA), se montaron las {aminas y se analizé la tincion con €D133. Las secciones
tumorales representativas se visualizaron en un microscopio de luz (Olympus,

Japan) con una magnificacién ocular de X40. El porciento de células positivas al

CD133 se determiné promediando el nimero de células positivas al marcador para

cada grupo analizado en las secciones correspondientes a los!5 campos donde se

observé la mayor tincién. Figura 9 muestra el analisis inmurnohistoquimico de la

expresion del CD31 en los tumores humanos de U87MG xenotrasplantados en
ratones NMRI atimicos tratados. El tratamiento con Nimotuzumab estuvo asociado
a una significativa reduccion (p<0.05) en el porciento de células CD133 positivas
respecto a los animales tratados con radioterapia. La adicién del Nimotuzumab a
la radioterapia disminuy6 significativamente (p<0.05) el porciento de células

CD133 positivas respecto a los animales tratados con radioterapia y respecto a los
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animales no tratados. Prueba estadistica de Mann-Whitney; los simbolos indican
diferencias significativas respecto a: (*) PBS, (+) radioterapia.
Anilisis Estadistico. Las medias, desviaciones estandar, y el error estandar de la

media se calcularon utilizando el programa GraphPAD versién 4.0 (GraphPAD,

San Diego, C.A.). El andlisis estadistico se realizd con el mismo programa
GraphPAD InStat. La significacién estadistica entre grupos se L:ompar() utilizando

la prueba de Mann-Whitney, y la prueba de comparacion Mdiltiple de Dunn. Las

Ejemplo 8: Efecto antitumoral de la combinacion del Anticuerpo monoclonal
hR3 (Nimotuzumab) y Carboplatino a bajas dosis. Los animales utilizados para
la experimentacion fueron ratones atimicos NMRI (8-10 semanas) retados por via

subcutanea con un tumor de origen humano clasificado como NSCLC. El dia O del

experimento los animales fueron inoculados con fragmentos del tumor. Cuando los
tumores fueron palpables (entro los 10 y 12 dias post-incculécién del tumor) los
animales fueron tratados con 50 mg/Kg del anticuerpo monocilonal hR3 tres veces
por semana y/o una dosis semanal de Carboplatino a 50 mg/Kg durante 6
semanas por via intraperitoneal. Se usé PBS como controf del experimento. El
diametro tumoral mayor y menor de los tumores fueron medidos 2 veces por
semana y el volumen tumoral calculado por la siguiente formuta: VT= (diametro
menor)? x diametro mayor / 0.52. El Volumen Tumoral Reilativo fue calculado de la
siguiente manera: VT x 1/ VTg.e0 En la grafica se representa el volumen tumoral

relativo con el error estandar de la media. Figura 10.

Breve descripcién de las figuras:
Figura 1: Vista general del modelo (representado n modelo de cintas, eEGFR en

azul, VL y VH en carmelita y verde respectivamente. A) EGFR en su conformacion
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de inactiva (baja afinidad) y B) EGFR en su conformacion activa (alta afinidad). C)

acercamiento a la interfase de interaccién entre el Nimotuzumab y el EGFR.

Figura 2: Inhibicion de la unién del Cetuximab A) y EGF, B) por el Nimotuzumab.

En A) Utilizando la representacién de cintas se muestra el Cetuximab y por cintas
y superficie esta representado el Nimotuzumab (VL y VH de‘ carmelita y verde
respectivamente) y el EGFR en su conformacion inactiva en azul. En B) se

muestra el EGF como representacion de cintas y superficie en (i:olor rojo.

Figura 3: Modelo tedrico de un fragmento Fv de anticuerpo (en verde,

representado en modelo de cintas) que se une al dominio | del EGFR.

Figure 4. Cetuximab tiene una mayor capacidad citotoxica que Nimotuzumab en
las células A431 y H125. Las células A431 y H125 se trataron con los anticuerpos
cetuximab (7-175 nM} o Nimotuzumab (70-1750 nM) dL!zrante 96 horas y
posteriormente se tifieron con IP analizandose por FACS. Caida barra representa
la media del porciento de células muertas a partir de céiulas totales + D.E de 3
pozos de tratamiento. Estos experimentos se repitieron tres veces obteniéndose

resultados similares.

Figure 5. Nimotuzumab y Cetuximab tienen un simitar efecto citostatico sobre las

células A431 y H125 mientras Cetuximab induce una mayor

que el Nimotuzumab sobre estas céiulas. Las celulas A43

respuesta apoptoética

1 (A)y H125.(B) se

trataron con los anticuerpos cetuximab (175 nM), nimotuzumab (1750 nM) o el
AG1478 (10 uM) durante 96 horas y posteriormente se tifteron con IP

analizandose por FACS. En cada gréafico se muestran dos regiones. La de linea

discontinua corresponde a las células vivas y para las miismas se muestra el

e,
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porcentaje de células en cada fase del ciclo. La de linea continua corresponde a

las células apoptdticas y el porcentaje de las mismas con respecto al total también

se muestra. Estos experimentos se repitieron tres veces obteniéndose resuitados

similares.

Figura 6: Sensibilizacién de la linea tumoral humana US7MG xenotrasplantada

por via subcutanea en ratones NMRI atimicos por anticuerpos monocionales anti-

EGFR. Todos los tratamientos comenzaron tres dias después de ia inoculacion de

los tumores con o Nimotuzumab (h-R3), A Cetuximab (C225),

= radioterapia (RT),

e Nimotuzumab més radioterapia (h-R3 + RT), A Cetuximab mas radioterapia

(C225 + RT) o PBS como control (PBS).

Figura 7: Sensibilizacion de la linea tumoral humana UB7MG xenotrasplantada

ortotépicamente en ratones NMRI atimicos a la radioterapia por anticuerpos

monoclonaies anti-EGFR.

Figura 8: Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de CD31 en los tumores

humanos de US7MG xenotrasplantados en ratones NMRI atimicos tratados con

Nimotuzumab (h-R3), Cetuximab (C225), radioterapia (RT),

radioterapia (h-R3 + RT), C225 mas radioterapia (C225 + RT),

Nimotuzumab mas

o PBS.

Figura 9: Analisis inmunochistoquimico de la expresion de CD{t33 en los tumores

humanos de US7TMG xenotrasplantados en ratones NMRI atimicos tratados con

Nimotuzumab (h-R3), radioterapia (RT), Nimotuzumab mas radioterapia (h-R3 +

RT), o PBS.
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Figura 10: Efecto antitumoral de ia combinacion del Anticuerpt;a monoclonal hR3
(Nimotuzumab) y Carboplatino a bajas dosis. Animales atimicé;s retados con un
tumor de origen humano clasificado como NSCLC, fueron fratados con 3 dosis
diarias de 50 mg/Kg del anticuerpo hR3 y una dosis semanal de Carboplatino a 50
mg/Kg durante 6 semanas. En la grafica se representa el volumen tumoral relativo

con el error estandar de la media.

Josefa Lombardero Valladares
Representante Legal

CIM
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INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO (EGFR) CON ACCION CITOSTATICA Y SUS USOS EN LA
TERAPIA DE TUMORES
REIVINDICACIONES
1. Un inhibidor de! receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)

caracterizado porque dicho inhibidor reconoce al EGFR por los dominios | o 1l de

la regién extracelular inhibiendo Ia union de los ligandos mitogénicos,
adicionalmente permite que el dominio Il de la region extraoLlular del receptor
forme homodimeros que activen la autofosforifacion de modo tal que dicho
inhibidor tiene una actividad citostatica sobre células que expresan el receptor.

2. El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidémico (EGFR)
seguin la reivindicacion 1, caracterizado porque reconoce al EGFR por el domino |
de la region extracelutar. :
3. El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)
segun la reivindicacion 1, caracterizado porque reconoce al EGFR por el domino

Il de la region extracelular.

4. £l inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)
segin la reivindicacion 1 caracterizado porque dicho inhibidor es un anticuerpo

monoclonal o sus fragmentos contra el receptor det EGFR.

5. El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)
segln la reivindicacion 4 caracterizado porque dicho inhibidor es un anticuerpo

monoclonal humanizado o sus fragmentos contra el receptor del EGFR.

¢
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6. El inhibidor del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)

segun la reivindicacion 5, caracterizado porque dicho inhibidor es al anticuerpo

humanizado hR3 producido por el hibridoma secretor con numero de Deposito
ECACC 951110101, o sus fragmentos con fa misma actividaéi biologica que el

anticuerpo original.
7. La linea celular secretora del anticuerpo de la reivindicacion 4.

8. La linea celular secretora del anticuerpo de la reivindicaciéon 6 con numero

de Deposito ECACC 951110101.

9. Una composicién farmacéutica til para el tratamiento de los tumores
malignos que expresan EGFR caracterizada porque comprende al menos uno de
los inhibidores de las reivindicaciones 1 a 3, y que adicionaimente puede contener

excipientes y/o adyuvantes y/o otros ingredientes farmacéuticamente activos.

10. Una composicion farmacéutica Gtil para el tratamiento de los tumores
malignos que expresan EGFR caracterizada porque oomprendf-: al menos uno de
los anticuerpos o fragmentos del anticuerpo de las reivindicac!'ones 4 a6, yque
adicionalmente puedé contener excipientes y/o adyuvantes y/o ofros ingredientes
farmacéuticamente activos.
11.  La composicién farmacéutica de la reivindicacion 10, ca:racterizada porque
comprende el anticuerpo humanizado o los fragmentos del anticuerpo producido
por el hibridoma secretor con numero de Deposito ECACC 951110101, o alguna
de sus variantes o fragmentos con la misma actividad biolégica que el anticuerpo

'

original.
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12. Una composicion farmacéutica, caracterizada porque comprende el

anticuerpo humanizado o los fragmentos del anticuerpo de la rei

vindicacion 6.

13.  Uso del inhibidor de la reivindicacién 1 para la terapia de tumores malignos.

14. Uso del inhibidor de la reivindicacién 1 en combinacién con radioterapia

para el tratamiento de tumores malignos.

15. Uso del inhibidor de la reivindicacién 1 en combinacién con quimioterapia

para el tratamiento de tumores malignos.

16. Uso del anticuerpo de la reivindicacion 6 para la terapia de tumores

malignos.

17.  Uso del anticuerpo de la reivindicacién 6 en combinacién con radioterapia

para el tratamiento de tumores malignos.

18.  Uso del inhibidor de la reivindicacion 6 en combinacion con quimioterapia

para el tratamiento de tumores malignos.

19.  Un método para la seleccitn de los inhibidores de la reivindicacion 1.

Josefa Lombardero Valladares
Representante Legal

Cim
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INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

EPIDERMICO (EGFR) CON ACCION CITOSTATICA Y 's.us| USOS EN LA
TERAPIA DE TUMORES

RESUMEN
5 La presente invencion se relaciona con inhibidores de! receptor del Factor de

Crecimiento Epidérmico (EGFR) que se unen al receptor por los dominios 1 o Ili

bloqueando la unién de los ligandos naturales pero que pewl'miten el equilibrio
fisioldgico entre las conformaciones inactiva y activa del receptor de tal forma que
impiden la sefal mitogénica pero la fraccion del dominio il de|los receptores que

10 estan en conformacién activa homodimerizan y autofosforilan al receptor

desencadenando la cadena de eventos bioquimicos que mantienen la
supervivencia de las células. Los autores de esta invencion lTan encontrado que
estos inhibidores que reconocen el EGFR por fos dominios 1 o Hil tienen un efecto
citostatico y no citotéxico sobre tumores dque expresan‘ dicho receptor y
15  representan una ventaja sobre el estado del arte porque los efectos adversos que

provocan son menores que los reportados.

20

Josefa Lombardero Valladares
25 Representante Legal

Cim
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51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de-conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cddigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii} del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

——

JOSE LUIS SALAZAR LOI
Director de Nuevas Creaciones (c)
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